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Resumé 
Indledning: Coloncancer er en af de hyppigste cancerformer i den vestlige verden, og der søges 
kontinuerligt at forbedre behandlingsmulighederne. I de senere år har forskningen vist interesse 
for cancerstamceller, og studier søger at finde biomarkører i form af stamcellemarkører. I dette 
projekt undersøges hypotesen om, hvorvidt stamcellemarkøren SOX9 kan anvendes som 
biomarkør til at forudsige risikoen for recidiv hos patienter med stadium II colon cancer.  
Metode: Vævsprøver fra patienter med coloncancer stadium II blev undersøgt ved 
immunhistokemisk analyse. Resultaterne blev testet statistisk ved χ2-test, samt Kaplan-Meier 
overlevelseskurver. Resultater: Ingen tydelig sammenhæng mellem ekspressionsniveauet for 
SOX9 og risikoen for recidiv blev observeret, ligesom der heller ikke blev fundet sammenhænge 
mellem forskellige klinisk-patologiske faktorer og SOX9-niveauet.  
Diskussion og konklusion: Analysen af patientdata viser, at datasættet ikke er repræsentativt i 
forhold til den generelle population. Projektet understøtter dog, at stamcellemarkører såsom 
SOX9 kan være relevant for diagnosticering samt valg af fremadrettet behandling. Projektet 
forholder sig til diagnostiske aspekter, der kan forbindes med SOX9, og belyser således, hvilken 
rolle SOX9-niveauet vil kunne have i forbedring af behandling af coloncancer stadium II.  
 
Abstract 
Introduction: Colon cancer is one of the most frequent forms of cancer in the Western world and 
there is an ongoing search to improve treatments. In recent years, research has shown interest in 
cancer stem cells, in the attempt to find novel biomarkers using stem cell markers. This study 
investigates whether the intestinal stem cell marker SOX9 can be used as a biomarker for 
predicting the risk of relapse in patients with stage II colon cancer. 
Methods: Tissue samples from patients was examined by immunohistochemical analysis. The 
results were tested statistically by the χ2-test, and Kaplan-Meier survival curves. Results: There 
was no obvious correlation observed between the level of expression of SOX9 and the risk of 
relapse, just as no correlations between various clinicopathological factors and SOX9 levels was 
found.  
Discussion and Conclusion: The analysis of patient data shows that the data set was not 
representative when compared to the general population. The study supports, however, that stem 
cell markers such as SOX9 may be relevant in the diagnostics and in the choice of prospective 
treatment. The project relates to the diagnostic aspects that can be associated with SOX9, and thus 
illustrates the role that the level of SOX9 expression may have on improving the treatment of 
colon cancer stage II. 
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1 Introduktion 
Cancer er den hyppigste dødsårsag i Danmark, og blandt de forskellige cancertyper er 
coloncancer den tredje hyppigste dødsårsag (SSI, 2013). Et tilsvarende billede findes i 
hele den vestlige verden. (WHO, 2014) 
Overlevelsesraten afhænger af, på hvilket stadium tumoren opdages. Der findes 
internationale retningslinjer for behandling af coloncancer, og ved stadium III tilbydes 
alle patienter adjuverende behandling i form af kemoterapi, mens det ved stadium II-
tumorer kun er en undergruppe af disse patienter, der skal tilbydes adjuverende 
kemoterapi (Kjaer-Frifeldt et al, 2012). De patienter, der tilbydes denne behandling, 
opfylder de opstillede kriterier, der forbindes med høj risiko for recidiv (Kjaer-Frifeldt et 
al, 2012; DCCG, 2009). Ikke desto mindre viser nyere undersøgelser ikke forbedring af 
den 5-årige overlevelse som følge af adjuverende kemoterapi ud fra disse kriterier, og det 
gør, at der kan stilles spørgsmål ved den nuværende tilgang (Kjaer-Frifeldt et al, 2012). 
Identifikationen af patienter med høj risiko for tilbagefald er af særlig interesse, da 25 – 
30 % af alle patienter med stadium II coloncancer får tilbagefald (Nielsen et al, 2005). 
Samtidig vil der i perioden fra 2014-2018 gradvist blive indført screeninger, så alle i 
alderen 50 – 74 år vil blive tilbudt screening for kolorektal cancer med henblik på 
diagnosticering på et tidligere stadium (Region Midtjylland, 2014). Coloncancer giver 
sjældent symptomer ved lave stadier, men det forventes, at der på baggrund af de nye 
præventive screeninger vil blive diagnosticeret flere tilfælde på et lavere stadium. 
Selvom der i løbet af de seneste år er sket fremskridt inden for såvel diagnosticering 
som de kirurgiske teknikker, er patienternes prognose kun forbedret minimalt (Huang et 
al, 2013). For at forbedre diagnose- og behandlingsmuligheder og dermed i sidste ende 
patienternes overlevelsesmuligheder, er det vigtigt at kende de biologiske og molekylære 
mekanismer, der driver tumorens udvikling, og biologiske markører forventes at kunne 
være gode indikatorer i forhold til behandlingsstrategi (Huang et al, 2013). 
Der arbejdes på at identificere en eller flere biomarkører, som kan vejlede om 
prognose eller endda fungere som mål for terapi, og Lü et al (2008) peger på proteinet 
SOX9 ([Sex-determining region Y]-box 9) som en mulig kandidat, da de finder proteinet 
overudtrykt i såvel adenomer som adenokarcinomer, og et højt niveau af SOX9 kan 
forbindes til en dårligere prognose for overlevelse. 
Studier (Matheu et al, 2012; Porse et al, 2010; Hanahan & Weinberg, 2011) peger på, 
at cancerceller i visse tilfælde udviser egenskaber, der svarer til stamceller eller 
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progenitorceller i det væv, hvor tumoren er opstået. Proteinet SOX9 er i normalt væv 
forbundet med vævets stamcelleregioner, og SOX9 findes særligt overudtrykt i de 
cancertyper, hvor SOX9 spiller en rolle i forhold til normal udvikling og homeostase 
(Matheu et al, 2012). 
1.1 Formål og hypotese 
Formålet med projektet er at undersøge niveauet for proteinekspression af den potentielle 
cancerstamcellemarkør, SOX9, i tumorer fra patienter med stadium II coloncancer. Da 
SOX9 er en stamcellemarkør i colon, forventes det, at adenokarcinomer med højt SOX9-
udtryk har et højt niveau af cancerstamceller (CSC) og dermed en større risiko for recidiv: 
 
Kan SOX9 anvendes som biomarkør til at identificere patienter  
med stadium II coloncancer med stor risiko for recidiv? 
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2 Colon og coloncancer 
Colon spiller en vigtig rolle i fordøjelsessystemet. Mens føden efter forarbejdning i 
mavesækken nedbrydes og absorberes i tyndtarmen, har den ikke længere stor 
næringsværdi, når den føres videre til colon. I colon absorberes hovedsageligt vand og 
salte. (Seeley, 2011) 
Colon består af fire vævslag. Det yderste lag, serosa, er et tyndt lag pladeepitel. Det 
næste lag er tarmens muskelvæv, muscularis. Under muskellaget findes submucosa, der 
er colons forsyning af kapillærer og neuroner, struktureret i et lag af bindevæv. Det 
inderste lag, mucosa, består af cylinderepitel, og det er herfra adenokarcinomet udgår. 
(Seeley, 2011) 
Colons epitel består af enterocytter og mucinproducerende gobletceller, der former 
krypter ind i tarmvæggen (Figur 1). I bunden af krypterne menes epitelvævets stamceller 
at være placeret (Vermeulen & Snippert, 2014). Stamceller behandles i afsnit 3.1. 
 
 
Figur	  1	  Colons	  anatomiske	  og	  histologiske	  opbygning	  (Encyclopædia	  Britannica,	  2003).	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2.1 Udvikling af coloncancer 
Der forekommer flere primære molekylære ændringer, der bidrager til ætiologien og 
progressionen fra benigne neoplasier til cancer. Selvom arvelige cancersyndromer kun 
udgør en lille del af det samlede antal tilfælde af coloncancer (DCCG, 2009), har de en 
væsentlig betydning i den molekylære forståelse af coloncancer. 
Den arvelige sygdom familiær adenomatøs polypose (FAP) er en sjælden tilstand, 
hvor patienten udvikler flere hundrede eller tusinde kolorektale polypper. Den eneste 
behandlingsform er kirurgisk fjernelse af polypperne (kolektomi), og behandles tilstanden 
ikke, vil alle patienter udvikle kolorektale adenokarcinomer (Bülow, 2003). 
En anden kendt arvelig kolorektal cancer opstår ved det genetiske syndrom hereditær 
non-polypøs kolorektal cancer (HNPCC). For at stille diagnosen er det nødvendigt med 
familieanamnese, da man ikke umiddelbart kan identificere patienterne. Adenokarcinomet 
er kendetegnet ved fejl i mismatch-repair-systemet (MMR), der fører til 
mikrosatellitinstabilitet (MSI) (Bojesen et al, 2007). 
De molekylære mekanismer i arveligt betinget coloncancer kan genfindes i 
sporadiske tilfælde, og denne erkendelse anvendes bl.a. ved forsøg med mus. I det 
følgende redegøres kort for den FAP-lignende tumorudvikling og tumorer med MSI, men 
først opsummeres de generelle forhold, der skal være opfyldt, før der er tale om en malign 
tumor. 
2.1.1 Cancerudvikling 
Cancer er en samlet betegnelse for sygdomme i forskellige organer, hvor muterede celler 
danner en tumor, der vokser uden kontrol, og som kan infiltrere andre væv. De har alle 
det til fælles, at der er tale om beskadiget DNA. Ved celledeling opstår der hyppigt fejl, 
som imidlertid repareres af cellens eget reparationssystem. Mislykkes denne proces, 
opstår der mutationer, og opstår der mutationer i de gener, der kontrollerer cellens 
overlevelse og deling, kan det udvikle sig til cancer. Der er tale om mutationer, der 
aktiverer onkogener (dvs. gener, der giver øget proliferation) eller slukker 
tumorsupressorgener (dvs. gener, der regulerer proliferation). 
Skematisk optegnet er der ifølge den traditionelle cancerteori tale om syv forskellige 
egenskaber, der sammenlagt beskriver en cancercelle (Tabel 1). 
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Mitogenuafhængig 
vækst og celledeling 
Normale celler befinder sig som udgangspunkt i cellecyklusarrest og deler sig 
kun, når de modtager signaler fra mitogene vækstfaktorer. I cancerceller findes 
der mutationer, der gør gener involveret i de mitogene signalveje konstitutivt 
aktive. Cancerceller er dermed i stand til at dele sig uden stimuli udefra. 
Nedsat reaktion over 
for væksthæmmende 
signaler 
Normalt væv reagerer på væksthæmmende stimuli, der sikrer celleligevægt ved 
at hindre uønsket proliferation. Celledeling kan bremses, hvis der findes DNA-
skader eller ved for høj celletæthed. I cancerceller findes der mutationer, så 
cellerne ikke reagerer på væksthæmmende stimuli. 
Nedsat reaktion over 
for kontaktinhibering 
Normale celler deler sig ikke, hvis de befinder sig for tæt på en anden celle. 
Cancerceller reagerer ikke på kontaktinhibering. Normale væv vil ofte vige for 
en voksende tumor som følge af kontaktinhibering. 
Nedsat rektion over 
for apoptotiske 
signaler 
Normale celler kræver overlevelsesfaktorer i miljøet (densitetsafhængig 
væksthæmning) og forankringsafhængige overlevelsesfaktorer (mistes, hvis 
cellen løsrives fra det oprindelige væv). Cancerceller er muteret i de 
apoptotiske signalveje og undergår ikke apoptose ved aktivering af 
dødsreceptorer eller ved intracellulært stress, og de kan overleve uden stimuli 
fra overlevelsesfaktorer. 
Replikativ 
immortalitet 
En normal celle er begrænset, så den kun kan dele sig 50-60 gange. 
Begrænsningen kontrolleres via afkortning af telomerer ved hver celledeling. 
Når telomererne når en kritisk længde, går cellen i senescens. Cancerceller har 
reaktiveret genet for telomerase, der forlænger og bevarer telomerenderne 
under replikation. Når telomererne ikke afkortes, er cancerceller principielt 
replikativt immortale. Der findes desuden ofte mutationer i de gener, der 
kontrollerer cellecyklusarrest ved telomerforkortelse. 
Neoangiogenese 
Alle celler, også cancerceller, har behov for forsyning af næring og ilt samt 
bortskaffelse af affaldsstoffer, hvilket betyder, at de højst kan befinde sig 100 
mikrometer (10 celler) fra en blodforsyning. I cancerceller findes mutationer på 
gener, der koder for angiogenesestimulerende faktorer, som stimulerer 
dannelse af nye forgreninger fra eksisterende blodkar. 
Vævsinvasion og 
metastasering 
For at en tumor kan betegnes som malign, skal den have krydset en 
basalmembran og have infiltreret nyt væv. Cancerceller udskiller proteaser, der 
nedbryder den ekstracellulære matrix, så cancercellerne kan penetrere 
basalmembranen. 
 
Sidste trin i tumorprogressionen er evnen til at metastasere. Cancercellerne 
frigør sig primærtumoren og transporteres via lymfe- eller blodkar til andre væv 
eller organer. Cancercellernes mitogen- og forankringsuafhængige vækst 
betyder, at de kan overleve i andre væv. 
Tabel	  1	  De	  syv	  grundlæggende	  egenskaber	  som	  karakteriserer	  en	  cancercelle	  ifølge	  den	  traditionelle	  cancerteori	  
(tilpasset	  fra	  Borup,	  2010).	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2.1.2 Adenom-til-karcinom-sekvensen 
Coloncancer udvikler sig i de fleste tilfælde fra adenomatøse polypper. Udviklingen sker 
via flere trin, hvor der akkumuleres genetiske og epigenetiske mutationer over flere årtier. 
Ifølge Fearon & Vogelsteins (1990) tumorigenese-model er der bestemte gener, som 
hyppigst er muteret i et adenokarcinom. 
Teorien om de hyppige mutationer bygger på studier af personer med FAP, der 
kendetegnes ved et inaktivt APC-gen. APC er et tumorsuppressorgen, der medvirker til 
nedbrydningen af den mitogene transkriptionsfaktor β-catenin (se afsnit 4.2). Ved tab af 
APC ophobes β-catenin i kernen og bliver dermed konstitutivt aktivt, hvilket medfører 
mitogenuafhængig vækst (Tabel 1). Dette er en del af Wnt-signaleringen som beskrives i 
afsnit 4.2. Hos disse personer dannes et stort antal benigne adenomer. Det er dog kun 
adenomer større end 1 cm, der udgør en højrisiko for malignicitet (Rasmussen et al, 
2014). Et inaktivt APC kan findes i de fleste kolorektale cancere, og selvom genet 
forbindes med sygdommen FAP, har de fleste tilfælde af sporadisk coloncancer ligeledes 
et inaktivt APC-gen. 
Ifølge adenom-til-karcinom-sekvensen (Figur 2) kræves der endvidere aktivering af 
et onkogen, der er den maligne mutation af et proto-onkogen. Proto-onkogenet RAS koder 
for et mitogent signalmolekyle, og ved mutation bliver det konstitutivt aktivt, hvilket igen 
medvirker til mitogenuafhængig vækst. I over halvdelen af alle adenokarcinomer og 
adenomer, der er større end 1 cm, er RAS-onkogenet aktiveret (Fearon & Vogelstein, 
1990). Mutationer i tumorsuppressorgenerne DCC (deleted in colon cancer) og TP53 
(tumor protein p53) ses sjældent i små adenomer, men er hyppigt forekommende i 
maligne tumorer. P53 er en transkriptionsfaktor, der påvirker flere af de syv 
cancerfaktorer (Tabel 1). Genproduktet påvirker transkriptionen af gener involveret i 
DNA-reparation, cellecyklusarrest og apoptose som følge af DNA-skade. Det betyder, at 
tab af TP53 medfører en stærkt forøget mutationsrate (Borup, 2010). Mutationer i TP53 
forbindes med overgangen fra adenom til karcinom, som det ses på Figur 2 (Fearon & 
Vogelstein, 1990). 
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Figur	  2	  Ifølge	  Fearon	  &	  Vogelsteins	  adenom-­‐til-­‐karcinom-­‐sekvens	  følger	  carcinogenese	  en	  sekvens,	  der	  starter	  med	  
mutation	  i	  tumorsupressorgenet	  APC,	  efterfulgt	  af	  mutation	  i	  onkogenet	  RAS,	  efterfulgt	  af	  mutation	  i	  
tumorsupresorgenet	  TP53.	  Herudover	  sker	  der	  andre	  kromosomale	  ændringer	  som	  f.eks.	  deregulering	  af	  
methylering	  (Elsevier,	  1990,	  baseret	  på	  Fearon	  &	  Vogelstein,	  1990).	  
De nævnte mutationer er langt fra de eneste, der kan forbindes med coloncancer, og 
rækkefølgen af mutationer er ikke af afgørende betydning, så længe mutationerne 
akkumuleres. Des større antallet af mutationer er i en tumor, des dårligere prognose må 
forventes for patienten, uanset tumorens klassificering (se afsnit 2.2) i øvrigt (Fearon & 
Vogelstein, 1990). 
2.1.3 Mismatch-repair og mikrosatellitinstabilitet 
En anden karakteristisk tumorudvikling er den såkaldte MMR-pathway, der er 
kendetegnet ved defekter i MMR-systemet, som bl.a. kan komme til udtryk ved MSI. En 
del af DNA’s ikke-kodende introns består af repeterede sekvenser, der betegnes satellit-
DNA. Der opstår hyppigt fejl ved replikation af repeterede sekvenser, og usystematiske 
ændringer fra celle til celle betegnes mikrosatellitinstabilitet og kan være et tegn på en 
defekt i MMR (Figur 3). 
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Figur	  3	  a)	  Ved	  MMR-­‐defekt	  rettes	  fejlen	  ikke	  ved	  indsættelse	  eller	  sletning	  af	  nukleotider.	  Dette	  føre	  til	  ændret	  
sekvens,	  i	  dette	  tilfælde	  illustreret	  ved	  ændring	  i	  længde.	  b)	  Opbygning	  af	  MMR-­‐komplekset,	  som	  retter	  
transskriptionsfejl	  (Umar	  et	  al,	  2004).	  
Det formodes, at denne tumorudvikling bidrager til mellem 15 og 20 % af alle 
tilfælde af coloncancer (Benson et al, 2014). Heraf udgøres langt størstedelen af 
sporadiske coloncancere. En mindre del findes hos personer med HNPCC, der er 
karakteriseret ved mutationer i MMR-gener i kimcellerne, hyppigst i generne MSH2, 
MSH6, MLH1, PMS1 og PMS2 (Figur 3) (Pellegrini et al, 2011).  
Ud over MSI, giver defekter i MMR øget risiko for mutationer i kodende områder, på 
samme måde som beskrevet i foregående afsnit, men tumorer med MSI har ofte andre 
mutationer end de nævnte i RAS eller p53, hyppigst RAF i stedet for RAS. Disse tumorer 
har tendens til at være mindre invasive, og patienten har en bedre prognose (Boland & 
Goel, 2010). 
I de fleste tilfælde af sporadiske coloncancere med MMR-defekter bliver MLH1 og 
PMS2 ikke udtrykt som følge af promoter-methylering, der ”slukker” genet (Boland & 
Goel, 2010). Methyleringen finder sted i promotorens CpG-øer, der er en CpG-sekvens 
(p’et indikerer, at der er tale om en C-G sekvens og ikke et basepar), der har undgået de 
mutationer, som ofte følger af methylering, når en methyleret cytosin-base fejlagtigt 
genkendes som thymin ved replikation (Borup, 2012). Selvom mellem 70 og 80 % af alle 
cytosiner i CpG-sekvenser er methyleret, findes der en gruppe af ”husholdningsgener”, 
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der aldrig eller sjældent slukkes via methylering og dermed ikke er i risiko for denne type 
mutation (Borup, 2012). Processen er en methyleringsinaktivering af begge alleler i CpG-
øer (CpG island methylator phenotype, CIMP). I tumorer, der kendetegnes ved CIMP, 
kan methyleringerne give grund for såvel slukning af genet som mutationer i 
tumorsupressorgener, hvilket giver yderligere deregulering af celler. Visse promotor-
methyleringer har tilsyneladende ingen betydning for tumorens udvikling, men 
methylering finder også sted i tumorsupressorgeners promotorer samt i gener forbundet 
med DNA-reparation, som det fx er tilfældet med MLH1 og PMS2 (Boland & Goel, 
2010). 
MMR-defekter kan enten påvises ved direkte immunhistokemisk farvning (se afsnit 
5.1) af proteinerne MLH1, PMS2, MSH2 og MSH6 eller indirekte ved at påvise MSI. 
Pga. den særstatus tumorer med MMR-defekter har i forhold til henholdsvis prognose og 
behandling (se afsnit 2.3), samt risikoen for HNPCC, udredes patienternes MMR-status 
altid (DCCG, 2009). 
2.2 Diagnostik af coloncancer 
Når en patient diagnosticeres med coloncancer, kategoriseres sygdommen i forhold til, 
hvilket stadium tumoren er på. Den mest anvendte inddeling er TNM-inddeling (Tabel 2), 
hvor T står for tumor, N står for lymfeknude (node), og M står for metastase. Efter 
bogstavet angives et tal, der beskriver graden. 
TNM Beskrivelse af primær tumor 
T1 Tumor infiltrerer submucosa. 
T2 Tumor infiltrerer muscularis propia. 
T3 Tumoren infiltrerer gennem muscularis propia. 
T4 Tumor vokser gennem peritoneum og/eller ind i de tilstødende organer. 
N0 Der er ingen spredning til lymfeknuder. 
N1 Der er spredning til maksimalt 3 regionale lymfeknuder. 
N2 Der er spredning til >4 regionale lymfeknuder. 
M0 Der er ingen fjernmetastaser. 
M1 Der er fjernmetastaser. 
Tabel	  2	  TNM-­‐systemet.	  T	  =	  tumorinvasion,	  N	  =	  lymfeknudespredning,	  M	  =	  metastase	  (DCCG,	  2009).	  
Efter vurdering af de individuelle faktorer kan tumoren i forhold til UICC-forskrifter 
(Union for International Cancer Control) kategoriseres som stadium I-IV (Figur 4). 
Tidligere anvendtes Dukes’ klassificering, men denne anvendes ikke længere, da der er 
uoverensstemmelse mellem klassificeringen og patientens prognose (DCCG, 2009). 
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Figur	  4	  Stadieinddeling	  af	  coloncancer	  (Hopkins	  Colon	  Cancer	  Centre	  2014):	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Stadium	  I:	  T1-­‐2N0M0	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Stadium	  3:	  T1-­‐4N1-­‐2M0	  
	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Stadium	  2:	  T3-­‐4N0M0	   	   Stadium	  4:	  T1-­‐4N1-­‐2M1	  
2.3 Behandling 
Primærbehandlingen af patienter med coloncancer er bortoperation af tumor. Mens 
stadium I alene behandles kirurgisk, vil patienter med stadium III og IV blive tilbudt 
adjuverende kemoterapi som standardbehandling. Patienter med stadium II coloncancer 
inddeles, således at alle tilbydes kirurgisk behandling, mens en gruppe på baggrund af en 
risikovurdering af recidiv tilbydes adjuverende kemoterapi (DCCG, 2009). 
Højrisiko stadium II vurderes bl.a. ud fra tumorens morfologi og invasion i vævet. 
Risikofaktorerne er T4, veneinfiltration eller perineural infiltration samt tumorens 
differentieringsgrad, dvs. hvorvidt tumoren har bevaret kirtelstrukturen. Den 
bortopererede tumor testes samtidig for MMR-defekter. Findes tumoren positiv for 
MMR-defekter, vurderes den ikke som højrisiko uanset differentieringsgrad. Der er 
desuden undersøgelser, der indikerer, at tumorer med MMR-defekter responderer dårligt 
på adjuverende kemoterapi (DCCG, 2009). 
Der findes endnu ikke tilstrækkelig evidens til at inkludere stamcelleovervejelser i 
den prognostiske udredning, men igangværende forskning peger i retningen af, at man 
inden for en årrække muligvis vil kunne belyse stamcellers betydning for coloncancer. 
Dette belyses i kapitel 3. 
2.3.1 Adjuverende kemoterapi 
Patienter, der tilbydes adjuverende kemoterapi, behandles som førstelinjebehandling i 
seks måneder med 5-fluorouracil (5-FU) evt. kombineret med oxaliplatin. (DCCG, 2009) 
5-FU er en antimetabolit, dvs. det tilhører gruppen af cytostatika, der påvirker DNA 
og RNA ved at erstatte de normale nukleotider. 5-FU er en uracilanalog, der intracellulært 
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fosforyleres til fluorouridin monofosfat (FUMP) og deoxyfluorouridin monofosfat 
(FdUMP). FdUMP hæmmer den biologiske thymidinsyntese, omdannes til en trifosfat og 
inkorporeres i DNA, hvilket giver DNA-skader og følgelig funktionel inaktivering. 
FUMP omdannes ligeledes til en trifosfat, der inkorporeres i RNA. Stoffet er selektivt for 
S-fasen (DNA-syntesen) og G2-fasen (efterfølgende vækstfase) i cellecyklus. (Waller et 
al, 2010) 
Oxaliplatin er en platinumforbindelse. Det tilhører gruppen af cytostatika, der 
påvirker bindingerne mellem DNA’s to strenge. Stoffet trænger ind i cellekernen, hvor 
det skaber reaktive forbindelser, der fører til bindinger mellem DNA’s guanin-baser, 
hvilket bryder DNA-kæden. Stoffet er ikke cyklusspecifikt. (Waller et al, 2010)  
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3 Stamceller og cancerstamceller 
Rudolf Virchow var den første, der tilbage i 1863 formulerede en teori om CSC, men 
først i 1959 udførte Barry Pierce de første forsøg, der vakte interesse inden for feltet med 
CSC (Tu, 2013). I midten af 1990’erne kunne Bonnet og Dick, gennem studier af CSC i 
leukæmi, præsentere det mest definitive bevis for CSC-modellen og dermed ændre 
forståelsen af cancers egenskaber (Bonnet & Dick, 1997). Det lykkedes at påvise, at mens 
de fleste cancerceller blot døde ved transplantation til en rask mus, gav nogle få (1 ud af 
250.000 celler) ophav til leukæmi (Li & Neaves, 2006). I tiden frem til nu er tilsvarende 
resultater opnået i solide, maligne tumorer, herunder i kolorektal, mamma-, hjerne-, 
prostata- og pancreascancer (Al Hajj et al, 2003; Singh et al, 2003; Collins et al, 2005; Li 
et al, 2007). 
3.1 Stamcellebiologi 
Som skrevet tidligere antages det generelt, at colon er opbygget, så der i bunden af 
krypterne findes stamceller, der varetager vedligeholdelsen af colons epitelvæv. I normalt 
væv opretholdes den cellulære homeostase ud fra stamcellernes evne til at selvforny og til 
at producere differentierede celler. 
Stamceller spiller en afgørende rolle i fosterudviklingen, hvor pluripotente stamceller 
ved celledeling og differentiering giver ophav til alle kroppens organer. Organogenese 
sker dog ikke direkte fra de pluripotente stamceller, men fra de mindre potente 
(multipotente) vævsspecifikke stamceller, også kaldet voksenstamceller. Stamceller er ud 
fra potentialet organiseret i et hierarki med henholdsvis toti-, pluri-, multi-, oligo- og 
unipotente stamceller (Figur 5). Potentialet angiver omfanget af de celletyper, som kan 
udgå fra en stamcelle. De opfylder alle de definerende krav til en stamcelle, dvs. de kan 
selvforny og dermed opretholde cellebestanden, de kan differentiere og dermed producere 
specifikke celletyper, og de kontrolleres homeostatisk, hvilket vil sige, at selvfornyelse og 
differentiering sker som respons på udefrakommende signaler (Li & Xie, 2005). 
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Figur	  5	  Hierarki	  af	  stamceller.	  Differentieringspotentialet	  falder	  efterhånden	  som	  cellen	  bliver	  mere	  specifik	  
(tilpasset	  fra	  University	  of	  California,	  Riverside,	  2014). 
Stamceller befinder sig i lokale mikromiljøer, der betegnes nicher, som er tilpasset 
det væv, de befinder sig i. Stamcellerne er afgørende for vævshomeostase, idet de sørger 
for den vedvarende vævsfornyelse og erstatter celler, der mistes som følge af skade på 
vævet. For at kunne udføre denne funktion, må der nødvendigvis være balance mellem 
selvfornyelse og differentiering. Denne balance er et samspil mellem intracellulære 
mekanismer og signaler fra nichen (Li & Xie 2005). 
Stamcellenichen i colon er et område omkring bunden af krypten, som leverer alle de 
signaler, der regulerer stamcellernes selvfornyelse og differentiering (Yueng et al, 2011). 
Det er endnu uklart, præcist hvad der udgør stamcellenichen, men det antages, at den 
omfatter tilstødende epitelceller, mesenchymale stamceller, enteriske nerver, blodkarrenes 
endotelceller og lymfocytter samt basalmembranen (Yueng et al, 2011; Li & Xie, 2005). 
De mesenchymale celler regnes for de vigtigste nicheceller pga. deres placering (Figur 6). 
De udskiller signalstoffer, som stimulerer selvfornyelse frem for differentiering, og 
særligt Wnt-signalstoffer formodes at være vigtige i forhold til bibeholdelse af stamceller 
(Wnt-signaleringen beskrives i afsnit 4.2). Som det fremgår af Figur 6 findes der over 
stamcellenichen en proliferativ zone, hvor hurtig celledeling finder sted, og i takt med at 
cellerne bevæger sig opad i krypten, differentieres de til de forskellige colonspecifikke 
celler (Yeung et al, 2011). 
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Figur	  6	  Stamcellenichen	  i	  colons	  krypt,	  hvor	  intestinale	  stamceller	  (ISC)	  primært	  modtager	  nichesignaler	  fra	  de	  
mesenchymale	  celler	  (MC)	  (Li	  &	  Xie,	  2005).	  
Stamcellers deling kan ske ud fra to forskellige modeller (Figur 7). I den 
asymmetriske deling dannes en kopi af den oprindelige stamcelle og en progenitorcelle, 
der kan bevæge sig opad i krypten og differentieres fuldt ud, mens den symmetriske 
deling enten resulterer i to kopier af stamcellen eller giver to differentierede datterceller 
(Shahriyari & Komarova, 2013). 
 
Figur	  7	  Symmetrisk	  og	  asymmetrisk	  stamcelledeling.	  Den	  asymmetriske	  celledeling	  giver	  en	  differentieret	  celle	  og	  
en	  kopi	  af	  den	  oprindelig	  stamcelle.	  Den	  symmetriske	  celledeling	  giver	  enten	  to	  differentieret	  celler	  eller	  to	  kopier	  
af	  stamcellen.	  (Shahriyari	  &	  Komarova,	  2013) 
Under normale forhold vil antallet af stamceller i nichen være konstant, så 
celledelingen skal være kontrolleret, hvilket formentlig drejer sig om en negativ 
feedback-kontrol (Yeung et al, 2011). Ud fra behovet i det pågældende væv kan en 
stamcelle undergå apoptose eller gå i senescens, eller den kan dele sig, hvorefter 
afkommet enten forlader nichen eller forbliver og vedligeholder stamcellepopulationen. 
Den mest almindelige deling er den asymmetriske, hvor en dattercelle bliver i nichen, 
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mens den anden dattercelle forlader nichen og bliver til en differentieret celle (Stange & 
Clevers, 2013). Stamceller er, sammenlignet med specialiserede celler, langtidslevende, 
da de kan udtrykke enzymet telomerase, hvilket forlænger telomererne, så de ikke 
forsvinder ved gentagen celledeling. Cellernes levetid bestemmes således ikke af 
telomerernes gradvise afkortning, og deres overlevelse bestemmes derfor primært af 
signaler fra nichen (Stange & Clevers, 2013). 
Hvis processerne, der regulerer homeostase, ændres, sådan som det kan være tilfældet 
ved mutationer, kan det forhindre nye celler i at forlade nichen og blive til 
progenitorceller, hvilket kan føre til ophobning af celler og udvidelse af krypten (Yueng 
et al, 2011). Et andet udfald af mutation kan være stamceller, der er uafhængige af 
nichen, idet de enten helt mister deres evne til at reagere på negativ feedback eller blot 
opnår evnen til at dele sig uden stimuli fra nichen. Disse ændringer kan være de første i 
en neoplastisk udvikling (Yueng et al, 2011). Man kender fortsat ikke de præcise forhold 
i nichen, der regulerer stamcellernes deling, men flere undersøgelser inkluderer Wnt-
signaleringen (afsnit 4.2) som en væsentlig faktor (Yueng et al, 2011). 
Vermeulen & Snippert (2014) foreslår en model, hvor progenitorceller kan 
dedifferentiere og opnå fulde stamcelleegenskaber, hvis de bevæger sig nedad i krypten. 
De epigenetiske ændringer, der adskiller en progenitorcelle fra en stamcelle vil kunne 
fjernes, når cellen kommer i kontakt med stamcellenichen. Stamcelleegenskaber er 
således ikke en egenskab, der er specifikt forbundet til en enkelt celle, men derimod et 
resultat af samspillet mellem stamcellen og dens niche.  
De mutationer, der hyppigt findes i kolorektal cancer (fx inaktivering af APC) 
påvirker stamcelledynamikken, og adenokarcinomer indeholder celler med 
stamcellelignende aktivitet, selvom det endnu er uvist, hvor stor en andel af cellerne, der 
er tale om, samt den præcise funktion af disse celler (Vermeulen & Snippert, 2014). 
3.2 Cancerstamceller 
Når man betragter modellerne i afsnit 0, som beskriver udviklingen af cancer, giver det et 
billede af tumorer som en homogen størrelse. Virkeligheden er dog, at tumorer er 
heterogene i deres egenskaber, hvilket kan forklares med, at de kan være udviklet fra 
celler med flere af stamcellens egenskaber. Hvis den celle, som tumoren udgår fra, har 
stamcellelignende egenskaber, vil den bl.a. kunne danne flere forskellige celletyper, 
hvilket resulterer i tumorcellernes forskellige evner til at differentiere, metastasere og 
proliferere, samt forklarer hvorfor der internt opstår forskellig respons i forhold til en 
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given behandling. Selvom de præcise cellulære og molekylære mekanismer, som evt. kan 
give anledning til stamcelleegenskaber og dermed til denne heterogenitet, fortsat er 
ukendte, er der dog flere studier, som bekræfter heterogeniteten, der giver udfordringer i 
forhold til den mere målrettede terapi (Heppner & Miller, 1983). 
I nyere cancerforskning arbejder man med en teori om CSC’er. CSC-modellen er 
ikke i modstrid med den traditionelle model (se afsnit 2.1.1), men må betragtes som et 
supplement, der kan forklare tumorernes heterogenitet og cancercellernes udødelighed, 
samt hvorfor patienter får tilbagefald. 
Udviklingen af tumorer kan forklares ud fra to modeller: Den traditionelle model 
baseret på klonal evolution eller CSC-modellen (Figur 8). CSC-modellen kan som sagt 
forklare den heterogenitet, som findes i tumorvæv. På samme måde som én multipotent 
stamcelle kan give ophav til forskellige epitelceller med forskellige funktioner, kan én 
CSC give ophav til forskellige tumorceller, der udfylder forskellige funktioner i tumoren. 
CSC kan enten have umodne stamcellekarateristika eller mere modne 
progenitorkarakteristika (henholdsvis A og B, Figur 8). I CSC-modellen er det kun 
CSC’en, der kan selvforny (illustreret med blå pil), og det er derfor CSC’en, der 
opretholder tumoren. Ifølge den klonale evolutionsmodel har alle tumorceller mulighed 
for selvfornyelse, og tumorens heterogenitet opstår som følge af konkurrerende 
subpopulationer i tumoren (Figur 8 C) (Porse et al, 2010). Tumorens heterogenitet med 
vidt forskellige cellepopulationer og deres individuelle karakteristika giver dem mulighed 
for at varetage adskillige roller i en tumors vækst (Hanahan & Weinberg, 2011). 
 
Figur	  8	  Forståelsen	  af	  tumorcellers	  evne	  til	  at	  selvforny	  (illustreret	  med	  blå	  pil)	  i	  cancerstamcellemodellen	  og	  den	  
klonale	  evolutionsmodel	  (Porse	  et	  al,	  2010).	  
CSC-modellen bruger stamcellebiologien som analog til forklaring af, hvordan en 
lille gruppe CSC’er opretholder hele tumoren. Det betyder ikke, at CSC’erne 
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nødvendigvis er nært beslægtede med stamceller. Det betyder derimod, at CSC’er 
ligesom stamceller har de fornødne egenskaber til at kunne opretholde et bestemt væv – i 
dette tilfælde tumorvæv. Inden for CSC-modellen er der stadig mulighed for klonal 
evolution, da en CSC kan give ophav til en ny CSC, der adskiller sig genetisk eller 
epigenetisk fra den oprindelige (Porse et al, 2010). 
Som beskrevet tidligere skal der adskillige mutationer til, før en celle bliver til en 
cancercelle. I colon afstødes cellerne på toppen af krypterne kontinuerligt, og en 
epitelcelle har derfor en relativt kort levetid. En stamcelle har derimod en lang levetid. 
Den udtrykker som beskrevet tidligere enzymet telomerase, hvilket giver replikativ 
immortalitet. Ud fra CSC-modellen dannes en tumor ved ophobning af genetiske 
mutationer over længere tid, som kan transformere en normal celle til en CSC. Det vides 
ikke med sikkerhed, hvilken eller hvilke celletyper der giver ophav til CSC’er, men den 
lange levetid og telomeraseudtrykket taler for, at det enten er stamceller eller 
progenitorceller, der giver ophav til CSC’er (Li & Neaves, 2006). 
Mens det som skrevet tidligere er lykkedes at påvise stamcelleegenskaber for nogle 
cancertyper ved transplantation af visse tumorceller til raske mus, er der andre 
cancertyper, hvor dette tilsyneladende ikke er muligt. Det tyder på, at mens nogle tumorer 
indeholder CSC’er, er der andre, der følger den klonale evolutionsmodel. Det er endnu 
uvist, hvad dette skyldes, men teorierne er, at det enten er organspecifikt, eller at det 
skyldes ”the cell of origen”, dvs. om canceren udspringer fra en stamcelle eller en mere 
moden celle (Porse et al, 2010). 
En fast tumor kan anses som et organ, der består af et cellehierarki med det tilhørende 
stroma. Tumoren har sin eget lokale mikromiljø (stroma), som udgør en stor del af 
tumorens masse. Tumorens mikromiljø omfatter den ekstracellulære matrix, de 
mesenchymale stamceller, blodkarrenes endotelceller og immunceller. Derudover kan 
mikromiljøet opfattes som CSC’ernes niche, der understøtter deres funktioner og 
opretholder deres stamcelleegenskaber. Stroma fungerer samtidig som en fysisk barriere 
mod farmakologisk påvirkning. Stroma kan forbindes med alle trin i tumorudviklingen, 
herunder angiogenese, metastase og tilbagefald. Til forskel fra stamceller, tilpasser en 
tumor sig ikke det mikromiljø, den befinder sig i, i stedet påvirker og skaber CSC’erne 
det (Ye et al, 2014). 
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4 SOX9 
I 2006 fandt Lü et al, at proteinet SOX9 var opreguleret i de fleste tumorer sammenlignet 
med normalt colonepitelvæv. Resultatet sammenholdes med tidligere studier, der viser 
SOX9 som en kryptspecifik transkriptionsfaktor i Wnt-signalvejen (Lü et al, 2006). I de 
efterfølgende år er der lavet adskillige undersøgelser, der har sammenkædet β-catenin-
niveauet med SOX9-niveauet og har bestræbt sig på at identificere sammenhængen 
mellem SOX9 og cancer, i særdeleshed kolorektal cancer (Lü et al, 2008; Andersen et al, 
2009; Ramalingam et al, 2011; Abdel-Samad et al, 2011; Matheu et al, 2012; Panza et al, 
2013; Candy et al, 2013; Huang et al, 2013). Flere studier (Bastide et al, 2007; Matheu et 
al, 2012; Candy et al., 2013) har forbundet SOX9 med regulering af proliferation, 
differentiering og metastasering i maligne tumorer. Resultaterne af disse studier belyses i 
dette kapitel. 
4.1 SOX9 i stamceller 
SOX-genernes (sex-determining region Y (Sry) box-containing genes) rolle har i første 
omgang været forbundet med stamceller og kønsdifferentiering på fosterstadiet (Foster et 
al, 1994). Senere er der dog kommet fokus på genernes medvirken ved differentiering fra 
stamcelle til progenitorcelle og sidenhen til fuldt differentierede celler i flere af kroppens 
organsystemer, og særligt SOX9 synes at være afgørende i forbindelse med opretholdelse 
af populationen af udifferentierede stamceller og progenitorceller i tarmens epitel 
(Ramalingam et al, 2011). 
 
Figur	  9	  Til	  venstre:	  De	  nederste	  celler	  i	  krypten	  (markeret	  med	  rød)	  har	  stamcelleegenskaber,	  dvs.	  de	  er	  
multipotente	  og	  kan	  selvforny.	  Til	  højre:	  Progenitorcellerne	  befinder	  sig	  uden	  for	  stamcellenichen	  og	  har	  dermed	  
ikke	  stamcelleegenskaber,	  men	  de	  er	  endnu	  ikke	  fuldt	  differentierede	  og	  har	  potentiale	  til	  at	  dedifferentiere	  
(Vermeulen	  &	  Snippert,	  2014).	  
Studier (Ramalingam et al, 2011) på mus og rask colonvæv viser, at målt i normalt 
colonepitelvæv findes det højeste udtryk af SOX9 i de nederste 4 celler i krypterne, 
svarende til stamcellenichen (Figur 9). Udtrykket er svagere i siderne i krypten, hvilket 
svarer til et middel udtryk i progenitorcellerne, mens der ikke udtrykkes SOX9 i fuldt 
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differentierede colonepitelceller. Ved dyrkning af en musecellelinje i et miljø, der 
tilsvarer colons stamcelleniche (bl.a. en Wnt-agonist), er det vist, at celler med et højt 
niveau af Sox9-mRNA kan forme colonoider (colonvæv) ud fra individuelle celler, mens 
der ved tilsvarende dyrkning af celler uden Sox9-mRNA efter 48 timer ingen levende 
celler findes (Ramalingam et al, 2011). 
Ramalingam et al (2011) kæder et højere udtryk af Sox9 i adenomer sammen med en 
lavere proliferationshastighed og mere stamcellelignende egenskaber. Der er imidlertid 
lavet undersøgelser af SOX9-udtrykket i tyndtarmen på mus, der viser, at SOX9 ikke 
nødvendigvis er bundet til selve stamcellen, men derimod er en konsekvens af forholdene 
i stamcellenichen (Blache et al, 2004). 
Bastide et al (2007) har vist, at SOX9 har en vigtig rolle i forhold til Wnt-signalering. 
Proteinet er afgørende for differentiering til andre celletyper end enterocytter, hvilket 
betyder, at proteinet lader Wnt-signalet føre til forskellige cellulære udviklinger, hvilket 
dækker over proliferation og differentiering, men også cellernes migration langs kryptens 
sider mod lumen eller mod kryptens bund. Proteinet finjusterer det relative numeriske 
forhold mellem de forskellige celletyper, og inaktiveres genet, vokser andelen af 
stamceller (Bastide et al, 2007). 
4.2 Wnt-signalering 
Wnt-signaleringen findes aktiveret som følge af mutationer i 80 – 90 % af coloncancere, 
og aktiviteten bidrager direkte til den maligne udvikling ved at påvirke 
transkriptionsniveauet for flere gener (Powell et al, 1992). Mens SOX9 findes opreguleret 
i adenokarcinomer, har man ved specifik inaktivering af Wnt-signalering kunnet 
konstatere nedregulering af SOX9 og dermed kunnet forbinde SOX9 med Wnt-aktivitet 
(Blache et al, 2004). 
Som beskrevet tidligere findes APC hyppigt muteret i coloncancer. I mere end 80 % 
af alle coloncancere er APC muteret, således at proteinet mangler et stykke af den aktive 
C-terminal (Chung et al, 2001). APC indgår i den kanoniske Wnt-signalering (Figur 10), 
hvor et muteret APC-protein leder til et dysfunktionelt nedbrydningskompleks, hvilket 
betyder ophobning af β-catenin. Wnt-signaleringen er væsentlig i forhold til opretholdelse 
af epitelhomeostase i colon (Blache et al, 2004; Bastide et al, 2007). 
Når et Wnt-signalmolekyle binder til receptoren (Figur 10) aktiveres signalvejen, og 
β-catenin ophobes i kernen. Hermed aktiveres transkriptionsfaktorer, og targetgener 
transkriberes. Wnt-signalering kan forbindes med balancen mellem proliferation og 
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differentiering. Hæmmes signalvejen, blokeres differentiering til andre celletyper end 
enterocytter (Blache et al, 2004). 
 
Figur	  10	  Den	  kanoniske	  Wnt-­‐signalering.	  Aktivering	  af	  Wnt-­‐receptoren	  initierer	  en	  kaskade,	  der	  standser	  
nedbrydningen	  af	  β-­‐catenin	  og	  i	  stedet	  translokerer	  β-­‐catenin	  ind	  i	  cellekernen.	  (Sino	  Biological	  Inc.,	  2014)	  
Den primære effektor i Wnt-signaleringen er transkriptionsaktivatoren β-catenin. 
Cytoplasmisk β-catenin danner et kompleks med APC og andre proteiner, hvilket 
fosforylerer β-catenin, der herefter nedbrydes i det proteolytiske kompleks (proteasomet). 
Når Wnt-signaleringen aktiveres, nedbrydes β-catenin ikke, men translokeres fra 
cytoplasma til cellekernen, hvor det interagerer med transkriptionsfaktorer, og der 
igangsættes ekspression af targetgener (Jay, 2010). 
Selvom det præcise forhold mellem Wnt-signalering og SOX9 ikke er klarlagt, har 
Blache et al (2004) vist, at reguleringen af SOX9 sker ved inducering af Wnt-
signaleringen. SOX9 er dermed en direkte effektor af Wnt-signaleringen (Blache et al, 
2004). Samtidig indgår SOX9 i en negativ feedback-regulering af Wnt-signaleringen, da 
overudtryk af SOX9 bidrager til nedbrydning af β-catenin (Blache et al, 2004). 
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β-catenin kan også reguleres via kanonisk Notch-signalering. Studier har vist, at 
krydssignalering mellem Notch-signalering og Wnt-signalering (Figur 11) kan være med 
til at initiere carcinogenesen ved at bryde balancen mellem progenitorcellernes 
proliferation og differentiering. Derved ophobes progenitorceller (Ranganathan et al, 
2011). 
 
Figur	  11	  Krydssignalering	  mellem	  kanonisk	  Notch	  og	  Wnt.	  Ved	  aktivering	  af	  Notch-­‐receptoren	  fraspaltes	  det	  
intracellulære	  domæne	  (NICD),	  hvilket	  igangsætter	  en	  kaskade,	  der	  påvirker	  både	  onkogener	  og	  
tumorsupressorgener.	  (a)	  NCID	  kan	  fungere	  direkte	  som	  transkriptionsfaktor,	  der	  fører	  til	  hæmning	  af	  Wnt-­‐
signalmolekyler.	  (b)	  Samtidig	  fører	  det	  Wnt-­‐inducerede	  JAG1	  til	  aktivering	  af	  Notch.	  Når	  NCID	  binder	  til	  DVL	  i	  Wnt-­‐
signalvejen	  hæmmes	  både	  Wnt-­‐	  og	  Notch-­‐signaleringen.	  (Ranganathan	  et	  al,	  2011)	  
Den ikke-kanoniske Notch-signalering (ikke illustreret) har derimod 
antagonistvirkning på Wnt-signaleringen. I denne signalvej danner det membranbundne 
Notch et kompleks med det aktive β-catenin, hvorved β-catenin nedbrydes og signalvejen 
hæmmes (Mikhael & Zeidan, 2014). Notch- og Wnt-signalering har begge stor betydning 
for colons homeostase og har en synergistisk virkning på tumorigenese. Den korrekte 
balance mellem de to signalveje er med til at sikre normal proliferation og differentiering 
(Fre et al, 2009). 
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Candy et al (2013) foreslår en sammenhæng mellem MSI, Notch-signalering og 
SOX9, hvor lav MSI øger Notch-signaleringen, hvilket deregulerer β-catenin og i sidste 
ende fører til et forhøjet SOX9-udtryk. Denne kobling har betydning for den 
farmakologiske behandling, hvilket vi vender tilbage til. 
4.3 SOX9 som biomarkør 
I et studie fandt Matheu et al (2012), at SOX9 kan være medvirkende til flere af de 
definerende canceregenskaber. SOX9 opregulerer proliferation og fremmer tumorvækst, 
mens et højt SOX9-udtryk lader cellen undslippe senescens. SOX9 lader derfor til at have 
en stor betydning for de processer, der igangsætter carcinogenese. I den mere 
fremskredne tumor viste studiet, at SOX9-niveauet stiger, og at SOX9 sammen med det 
muterede RAS-gen fremmer tumorens udvikling. Endelig kan amplifikation af 17q24.3, 
den del af kromosomet, hvor SOX9 findes, kobles til overgangen fra primær kolorektal 
cancer til metastase (Matheu et al, 2012). Studiet blev udført på mus og flere forskellige 
humane cancertyper, der alle havde det til fælles, at cancerne havde højt udtryk af SOX9, 
herunder især coloncancer. Studiet viser, at SOX9 har en stor betydning for 
tumorudviklingen i kolorektal cancer, og samtidig at proteinet er en vigtig biomarkør, der 
potentielt kan bruges som prognostisk og diagnostisk markør (Matheu et al, 2012). 
4.4 MiniSOX9 
Abdel-Samad et al (2011) opsummerer SOX9's funktioner: Proteinet udøver negativ 
feedback-kontrol på β-catenin og nedregulerer dermed aktiviteten i Wnt-signaleringen 
(Bastide et al, 2007), det opregulerer tumorsuppressoren CEACAM1 (Zalzali et al, 2008), 
det stimulerer apoptose i karcinomceller i colon (Jay et al, 2005), og det sænker 
proliferationshastigheden (Bastide et al¸ 2007; Zalzali et al, 2008). På den baggrund 
vurderer Abdel-Samad et al (2011), at SOX9 tilsyneladende har en overvejende anti-
onkogen effekt i cancer. Det virker således paradoksalt, når der rapporteres om forhøjet 
udtryk af SOX9 i coloncancer, og Abdel-Samad et al vurderer derfor, at SOX9 forhindres 
i at udøve sin anti-onkogene effekt. De identificerer MiniSOX9, der mangler det 
transaktiverende domæne, der kodes for af exon3 (Figur 12). Det trunkerede protein 
blokerer for wildtypeproteinets aktivitet i cancercellerne. MiniSOX9 sås udtrykt i 
tumorceller i colon, men var stort set fraværende i normalt colonvæv (Abdel-Samad et al, 
2011). 
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Figur	  12	  MiniSOX9	  udtrykkes	  af	  SOX9,	  der	  er	  muteret,	  så	  der	  forekommer	  et	  stopcodon	  i	  intron2,	  hvilket	  betyder,	  at	  
TA	  (transaktiverende	  domæne)	  ikke	  udtrykkes	  (Abdel-­‐Samad	  et	  al,	  2011).	  
MiniSOX9 hæmmer den anti-onkogene virkning af SOX9. Det stimulerer Wnt-
signaleringen uden negativ feedback-kontrol og øger dermed prolifereration og 
carcinogenicitet. Det er således muligt, at der findes forskellige undertyper af SOX9, som 
udtrykkes i adenokarcinomer, og som har forskellig betydning for proliferation og 
differentiering (Abdel-Samad et al, 2011; Ramalingam et al, 2011). 
4.5 SOX9-perspektiver i behandling af coloncancer 
I takt med udviklingen af CSC-teorien er der også kommet fokus på, hvilken effekt 
kemoterapi har som behandling af cancer. Kemoterapi er i cancerbehandling designet til 
at ramme alle hurtigt delende celler, da man i den traditionelle evolutionsmodel antog, at 
alle cancerceller var hurtigt delende. Betragter man derimod cancer ud fra CSC-modellen, 
vil en tumor indeholde nogle få CSC’er med en langsommere cellecyklus, som dermed 
ikke responderer på behandling med kemoterapi (Li & Neaves, 2006). 
Ramalingam et al (2011) vurderer, at et højere udtryk af SOX9 i adenomer hænger 
sammen med en lavere proliferationshastighed og flere stamcelleegenskaber i cellen 
sammenlignet med de mere hurtigtdelende progenitorceller, der har et lavere udtryk af 
SOX9. De vurderer på den baggrund, at tumorceller med et højt SOX9-udtryk har flere 
stamcellekarakteristika og dermed en langsommere celledeling, mens tumorceller med et 
lavere SOX9-udtryk svarer til de hurtigt delende progenitorceller og dermed er mere 
modtagelige over for behandling med kemoterapi. 
I et studie (Candy et al, 2013) med patienter med både stadium II og stadium III 
coloncancer, fandt de, at en lavere overlevelse kunne forbindes med et højere SOX9-
udtryk hos patienter, der fik adjuverende kemoterapi. Dette resultat kunne forbindes med 
en Notch-induceret resistens over for 5-FU. 
Panza et al (2013) finder, at et højt niveau af SOX9 kan sammenholdes med MSI, 
hvilket dermed indirekte kan gøre SOX9 til en markør for MSI-induceret resistens over 
for 5-FU. Der tages som beskrevet tidligere allerede højde for MSI-induceret resistens 
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ved beslutning om adjuverende behandling, men SOX9 er i dag ikke en faktor i denne 
udredning. 
Candy et al (2013) finder derimod en korrelation, hvor Notch-signaleringen udviser 
øget aktivitet ved lav MSI kombineret med høj Wnt-aktivitet. På baggrund af dette fund 
kan det antages, at der ud over den MSI-inducerede resistens også findes en 5-FU-
resistens for patienter uden MMR-defekt, der i stedet er Notch-induceret, og at et højt 
niveau af Notch-inducerede transkriptionsfaktorer (herunder SOX9) kombineret med lav 
MSI kan være en indikator for Notch-induceret 5-FU-resistens. De foreslår derfor 
undersøgelse af et behandlingsregime, hvor 5-FU kan kombineres med en Notch-hæmmer 
(Candy et al, 2013).  
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5 Metode 
I dette kapitel gives en introduktion til principperne bag immunhistokemi (IHC). Herefter 
følger den specifikke beskrivelse af den anvendte metode og materialer i forhold til dette 
studie. 
5.1 Immunhistokemi 
IHC er en kvalitativ metode til bestemmelse af tumorvævets lokalisering i vævsnit ud fra 
dets specifikke proteinbinding med antistoffer. Metoden kombinerer immunologi med 
biokemi, da target-antigenet mærkes med et antistof (immunglobuliner), hvorpå der er 
bundet et kromofor til optisk genkendelse. IHC kan anvendes til bestemmelse af 
ekspressionen af biomarkører i væv ved at designe antistoffer rettet specifikt mod den 
pågældende biomarkør. IHC kan føres tilbage til begyndelsen af 1940’erne, hvor 
pneumokok-antigenet blev synliggjort ved brugen af fluorescerende antistoffer (Coons et 
al, 1950). Dette blev starten på udviklingen af en diagnostisk metode, der gav nye 
muligheder for diagnosticering og medicinudvikling samt mulighed for at identificere 
tumorvæv, ud fra de mønstre bestemte proteiner danner (Bazine et al, 2014). Med denne 
metode kan man identificere og lokalisere et specifikt protein i vævet, men det er ikke 
muligt at lave en kvantitativ måling (Clive og Rudbeck, 2013). 
Metoden anvendes rutinemæssigt inden for cancerdiagnostik, hvor IHC indgår, når en 
tumor stadiebestemmes, og når metastasernes oprindelse skal fastslås. Herudover kan 
metoden anvendes til at subinddele tumorer og identificere prædikative og prognostiske 
faktorer i tumoren (Clive og Rudbeck, 2013). Som det fremgår af indledningen er målet 
med dette forsøg at afgøre, hvorvidt SOX9 kan anvendes som en biomarkør til 
identificering af patienter med stadium II coloncancer med høj risiko for recidiv. IHC 
anvendes til at synliggøre SOX9-proteinet i adenokarcinomer i colon. 
Ligesom det er vigtigt med optimal fiksering, er strategien for valg af antigener vigtig 
for et godt resultat, da man skal sikre at vævet bevarer sin morfologi samt antigenisitet 
mod antistoffet (Vyberg, 2005). 
Der findes mange forskellige IHC-markører til diagnostiske formål. De fleste 
antistoffer er proteiner eller proteinforbindelser. Antigenet kan have et eller flere sites i 
den tertiære struktur, hvortil antistoffet binder (Figur 13). De specifikke antistofbindende 
områder kaldes epitoper (Vyberg, 2005). Antigener kan således være ethvert molekyle, 
der inducerer et immunrespons. I denne sammenhæng dækker ”immunrespons” blot over 
bindingen antigen-antistof. 
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Figur	  13	  De	  sorte	  områder	  repræsenterer	  epitope	  områder	  på	  et	  vilkårligt	  antigen	  (Vyberg,	  2005).	  
Identificeringen af proteinet sker ud fra en binding mellem antigenet, i dette tilfælde 
SOX9-proteinet, der binder sig til et kompleks af antistoffer, hvorpå et kromogent stof er 
vedhæftet. Komplekset består af et antistof til detektion af SOX9 og et sekundært antistof, 
som binder til det primære antistof. Enzymet peroxidase kan binde til det opbyggede 
kompleks. Peroxidase indeholder desuden et site som katalyserer farvereaktion (Snider, 
2014). 
5.1.1 Antistoffer  
Der findes to hovedgrupper af antistoffer: De monoklonale og de polyklonale antistoffer. 
 De polyklonale antistoffer fremstilles i plasmacellerne i blodet, de såkaldte modne 
B-celler, hvor de dannes som et immunrespons mod antigenet. Antistoffet kan produceres 
ved at injicere et bestemt antigen, typisk i et pattedyr. Ofte bruges mus, ged, kanin eller 
hest, der herefter danner antistoffer mod det specifikke antigen, og som efterfølgende kan 
isoleres i serum. Denne fraktion kaldes antiserum. Antiserummet indeholder polyklonale 
antistoffer, dvs. forskellige antistoffer som binder til det samme antigen, men som binder 
til forskellige epitoper på antigenet. Antistofferne oprenses, så de binder til samme epitop. 
De enkelte antistoffer kan være polyvalente, hvilket betyder, at de har affinitet for flere 
forskellige antigener. Sidstnævnte er ikke en fordel i diagnostisk sammenhæng, da 
antistoffet i så fald ikke vil være specifikt. Det kan give falsk positive resultater, hvis 
antistoffet ud over at binde sig til det søgte protein fx også binder sig til antigener, der 
hyppigt udtrykkes i normalt væv (IHC World, 2011). 
Monoklonale antistoffer, forkortet mAbs, er monovalente antistoffer, dvs. de har 
affinitet mod en bestemt epitop. De monoklonale antistoffer er fremstillet fra en isoleret 
celleklon. Ved at isolere lymfocytter fra et dyr og derefter fusionere dem med en evigt 
prolifererende cancercellelinje produceres hybridomceller. Ved at selektere og oprense 
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kan der fremstilles hybridomceller, som udtrykker et unikt antigenspecifikt antistof. 
Hybridomcellelinjen kan producere store mængder antistof, men det er en bekostelig 
proces at nå dertil, i forhold til metoden hvor der anvendes polyklonale antistoffer (IHC 
World, 2011). 
Antistoffer er glycoproteiner kaldet immunglobuliner (Ig). Der er flere forskellige 
klasser af immunglobuliner, og den mest anvendte til IHC er immunglobulinGamma 
(IgG). IgG-molekyler er opbygget af to tunge kæder og to lette kæder, således at 
antistoffet danner den kendte Y-form med to antigenbindende fragmenter kaldet Fab. 
Denne region indeholder den bindende sekvens af aminosyrer, som binder til epitopen på 
antigenet. Fab-regionen på antistoffet er ikke nødvendigvis lineær, som vist på billedet 
(Figur 14), men kan have tertiære egenskaber, som passer til epitopen på antigenet 
(Vyberg, 2005). 
 
Figur	  14	  Eksempel	  på	  et	  antistof	  og	  dets	  domæner	  (Vyberg,	  2005).	  
Man stræber naturligvis efter at finde og producere antistoffer med høj affinitet for en 
specifikt epitop, således at antistofkomplekset ikke falder af under processen, herunder de 
mange skylletrin inden vævsprøven farves. Høj affinitet sikrer også mod falsk positiv, 
hvor antistoffet binder sig til en forkert epitop. Dette er imidlertid en svær opgave, da 
reaktionen antistof-antigen er en reversibel reaktion. Monoklonale antistoffer har ofte en 
lavere ligevægtskonstant end de polyklonale, hvilket betyder, at deres affinitet er lavere 
(Vyberg, 2005). Det specifikke antistof brugt i dette studie er forklaret nedenfor.  
Antistoffet anvendt i dette forsøg, AB5535 fra Millipore (Bilag 9.3), er et polyklonalt 
anti-human kaninantistof, rejst via et syntetisk human SOX9-peptid som immunogen. 
Antistoffet har affinitet mod den C-terminale epitop af det humane SOX9 (Figur 15) 
(Merck-Millipore, 2014). 
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Antistoffet bærer, ligesom SOX9 transkriptionsfaktoren, en HMG-box (Høj-Moilitet-
Boks), som binder til DNA. Det er derfor en mulighed, at antistoffet kan binde til DNA 
via HMG-boksen og dermed give et falsk positivt resultat. Farvningen vil fortrinsvist 
finde sted i kernen, hvor SOX9-koncentrationen er højst (Merck-Millipore, 2014). 
5.1.2 Antistofkomplekset 
Der findes flere forskellige procedurer i IHC. I dette forsøg anvendes den indirekte 
metode med dextranpolymer-amplifikation, som det beskrives herunder. 
Antigenet kan enten identificeres ved direkte eller indirekte detektion, hvor forskellen 
er, hvor i kæden detektionsmolekylet (markøren), sidder. Forskellen er illustreret på Figur 
16. 
 
Figur	  16	  1)	  Direkte	  metode.	  2)	  Indirekte	  metode	  (A	  =	  antigen,	  B	  =	  tilfældigt	  andet	  protein)	  (egenproduktion).	  
 Der kan være flere situationer, hvor man vil bruge den indirekte metode. Primært 
anvendes den for opnå en stærkere kontrast. Desuden giver den indirekte metode flere 
muligheder, da man kan gøre brug af et universelt sekundært antistof. På den måde 
undgås behovet for en unikt designet linker mellem det kromogene stof og det primære 
antistof (Vyberg, 2005). Figur 17 viser den komplette opbygning af et IHC-kompleks ved 
indirekte markering. 
Figur	  15	  Human	  SOX9,	  tallene	  angiver	  aminosyrernes	  placering	  (Ralf,	  K.,	  2009) 
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Figur	  17	  Den	  samlede	  opbygning	  af	  IHC-­‐komplekset.	  Pilen	  til	  venstre	  angiver,	  at	  komplekset	  opbygges	  nedefra	  
(egenproduktion).	  
For at få et forstærket signal kan antallet af peroxidaseenzymer forøges ved at koble 
dem på en polymer, typisk en dextranpolymer (se Figur 18). Samtidigt overflødiggør 
denne teknik biotininhiberingen, da det sekundære antistof er direkte bundet til 
dextranpolymeren. Biotin (vitamin H) forekommer naturligt i metabolisk aktive celler, og 
flere karcinomtyper (herunder coloncancer) kan give falsk positive resultater pga. biotin. 
Det er ligeledes kendt, at niveauet af frit endogent biotin forøges efter varmeinduceret 
epitopblotlægning (HIER-behandling). Ved at benytte dextran direkte på det sekundære 
antistof, er blokering af endogent biotin ikke nødvendigt, og man nedsætter proceduren 
med et trin (Clive & Rudbeck, 2013; Snider, 2014). 
 Da der kan være en sterisk hindring grundet dextranmolekylet, er der bundet flere 
antistoffer til dextranpolymeren typisk i forholdet 1:7 (antistof:peroxidase) (Clive og 
Rudbeck, 2013). 
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Figur	  18	  Opbygning	  af	  et	  polymerbaseret	  IHC-­‐kompleks	  (Dako,	  2013).	  
5.1.3 Immunhistokemisk procedure 
Her følger en overordnet gennemgang af præpareringen af en IHC-prøve, en detaljeret 
beskrivelse findes i forsøgsprotokollen i afsnit 5.2.3. Det histologiske materiale skal som 
udgangspunkt fikseres for at bevare vævets og cellernes struktur, men også for at 
immobilisere og fastfryse antigenisiteten dvs. den rummelige struktur af epitoperne, 
således at antistoffet kan binde til prøven. For meget fiksering kan give anledning til 
maskering af epitoperne. Typisk anvendes et formalinfiksativ (Vyberg, 2005; Clive & 
Rudbeck, 2013). 
Efter biopsi, hvor adenokarcinomet udtages fra colon, bliver vævet isoleret, fikseret, 
paraffinindstøbt og farvet. Første trin i processen er isolering, hvor patologen farver 
vævet så carcinogent væv skelnes klart. Farverne orienterer om tumorens udbredelse og 
giver et billede af de mønstre, som den bestemte cancerform danner i tyktarmen ved 
ekspression. Vævsstykket lægges til formalinfiksering i to dage, inden prøven bliver 
håndteret af patologen. Efter farvningsprocessen udskæres vævet i skiver af 0,5 cm. 
Herefter bliver de repræsentative vævskiver sat i kapsler. 
Inden paraffinindstøbningen dehydreres cellerne. De paraffinindstøbte vævsprøver 
skæres i snit med tykkelse på 3-5 µm og strækkes i 42 °C varmt vandbad, hvorefter de 
placeres på objektglas. Coatingen på objektglasset fastholder snittet ved elektrostatisk 
kraft. Efter tørring af snittene kan objektglassene med prøverne enten fryses til 
opbevaring eller viderebehandles med henblik på farvning (Vyberg, 2005; Clive & 
Rudbeck, 2013). 
For at genskabe antigenisiteten skal epitoperne demaskeres. Det gøres ved enten en 
varmebehandling i varmeskab ved 60 °C i 45-60 min. eller med proteolytiske enzymer. 
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Paraffinen fjernes, typisk med organisk opløsningsmiddel, og cellerne rehydreres med 
vand eller ethanol (Vyberg, 2005; Clive & Rudbeck, 2013). 
For at undgå baggrundsfarvning og falsk positive resultater skal det endogene 
peroxidase og biotin blokeres. I den indirekte metode, hvor peberodsperoxidase bruges 
som markør ved det sekundære antistof, er det vigtigt at blokere det endogene peroxidase 
inden farvning (Figur 17) (Vyberg, 2005; Clive & Rudbeck, 2013).  
Når prøverne er blevet behandlet, er de klar til indsættelse i en autostainer, der sørger 
for, at præparaterne får de nødvendige reagenser i korrekte mængder. Efter skylning er 
prøverne klar til mikroskopi (Vyberg, 2005; Clive & Rudbeck, 2013). 
5.2 Materiale og metode 
5.2.1 Patientdata 
Patientmaterialet er indsamlet i forbindelse med patienternes behandling af coloncancer 
på Roskilde Sygehus i perioden 2006-2012. Vævsprøverne stammer fra biopsier udtaget 
med henblik på opbevaring i biobank. Alle patienter har givet skriftligt samtykke, og 
forsøget er udført på baggrund af den videnskabsetiske godkendelse: Ø-2006-1-11G. 
Derudover er forsøget godkendt af datatilsynet. 
De indsamlede væv er håndteret således, at histologiske analyser og ekstraktion af 
biomolekyler (DNA, RNA, lipid og protein) var muligt efterfølgende. 
Inklusionskriterieret for patienter i vores studie er, at de har coloncancer i stadium II. 
Eksklusionskriteriet er arvelig disponering (HNPCC eller FAP), og af samme årsag 
udelukkes patienter under 50 år, da sandsynligheden for en arvelig faktor her er stor. Der 
er i alt 41 patienter med stadium II coloncancer, som opfylder inklusionskriterierne og har 
givet samtykke til en ekstra biopsi. 
5.2.2 Behandling af vævssnit 
Den præparative del kan opdeles i trin (se Figur 19). Forud for processerne, der indgår i 
dette projekt blev 41 paraffinindstøbte tumorer fra patienter med stadium II coloncancer 
skåret i 3 µm snit på et mikrotom. Snittene blev først overført til et koldt vandbad, hvor 
eventuelle ”foldninger” ved skæringen blev udrettet. Herefter overførtes snittet til et 
varmt vandbad på 42 ºC og snittet monteredes på et objektglas. Herefter blev snittene 
stillet til tørring ved stuetemperatur i ca. 60 min. Dernæst blev snittene placeret i et 
varmeskab ved 60 ºC i 45 min. for at smelte paraffin og fastgøre snittene til glasset. 
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Snittene afkøles herefter ved stuetemperatur, inden de sættes til opbevares i køleskab ved 
4 ºC indtil brug. 
 
Figur	  19	  De	  trin,	  som	  indgår	  i	  IHC-­‐processen	  fra	  det	  histologiske	  materiale	  udtages.	  Den	  grønne	  farve	  indikerer	  de	  
trin,	  der	  indgår	  direkte	  i	  dette	  projekt.	  Trinnene	  med	  blå	  farve	  blev	  udført	  af	  personalet	  på	  Herlev	  Hospital	  
(modificeret	  efter	  Vyberg,	  2005).	  
De følgende afsnit beskriver de immunenzymatiske reaktioner og den efterfølgende 
behandling og analyse af de indscannede billede, som blev udført på Herlev Hospital 
oktober 2014. 
5.2.3 Immunhistokemi med SOX9 
Objektglassene med vævssnittene og kontrollen udtages fra køleskab. Prøverne blev 
fordelt på en bakke og markeret med label (mærket med patientID). Alle glassene 
overføres til et stativ til forbehandling i Dako PT Link. Objektglassene nedsænkes i 85 ºC 
forvarmet EnVision FLEX™ Target Retrieval Solution (Fortyndet1:50 med deioniseret 
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vand) i PT Link-karrene. Maskinen lukkes til, og programmet startes. Prøverne opvarmes 
til 97 °C i 20 min., hvorefter der afkøles til 80 °C (HIER). 
Imens blotlægning af epitopen er i gang laves antistof-opløsningen til Autostainer 
Link 48 (Dako). Der anvendes et volumen på 12 mL, da der per objektglas bruges 300 µL 
fortyndet antistof, hvortil der lægges flaskens dødvolumen på 1,2 mL, samt ekstra 100 µL 
til spild for at undgå luft i systemet. Det primære antistof, SOX9, og en fortyndingsbuffer 
(EnVisionTM FLEX Antibody Diluent (DM830, K8006) fra Dako), som opbevares på køl 
(2-8 °C), tilsættes en 12 mL flaske. Fortyndingsforholdet er 1+10.000 og der skal min. 
være 7300 µL udregnet på baggrund af antal prøver x 300 µL antistofblanding pr. slide + 
100 µL spildvæske = 7300 µL. Flasken vendes og bobler fjernes med en pasteurpipette 
for at undgå luft i systemet.  
Antistofopløsningen placeres i stativ sammen med opløsninger FLEX/HRP (Dako), 
FLEX DAB+ (Dako), FLEX Peroxidase Block H2O2 (Dako), og sekundært antistof (anti-
Rabbit). Se bilag 9.2 for reagensmængder. 
En passende mængde EnVision™ FLEX Wash Buffer (20x) fortyndes i forholdet 
1:20 med destilleret eller deioniseret vand, som anvendes som skyllebuffer. 
Objektglassene tages op fra PT Link, hvorefter de overføres til et skyllekar med den 
fortyndede skyllebufferopløsning. Objektglassene skylles i bufferopløsningen ved at føre 
stativet frem og tilbage i bufferen, så overskydende paraffin-rester skylles væk. Efter 
skylning indsættes objektglassene i Autostainer Link 48 (Dako). Her hældes skyllebuffer 
over alle objektglassene for at sikre, at de ikke tørrer ud. Autostaineren screener derefter 
objektglassene for at sikre reagensmængden. 
Reagenserne sættes i Autostainer Link 48 (Dako). Der tilsluttes ionbyttet vand, samt 
skyllebufferopløsning til selve kørslen. Disse væsker bruges til at holde vævssnittene 
hydreret under hele kørslen. Maskinen køres natten over. Snittene holdes hydreret i 
maskinen, indtil de tages ud. Vævsprøverne tages af maskinen og skylles i 
skyllebufferopløsning. Vævsprøver overføres til et vandbad, indtil de behandles på 
Tissue-Tek® and Film® automated slide stainer (Sakura), som farver cellekernerne med 
hæmatoxylin. Til sidst bliver prøverne udsat for hydrering for ikke at tørre ud. Herefter 
monteres objektglassene med et dækglas. Dette sker fuldautomatisk i Tissue-Tek® and 
Film® coverslipper (Sakura), så det nu er muligt at observere dem i mikroskop. Hver 
enkelt objektglas scannes ind via NanoZoomer 2.0-HT (Hamamatzu). 
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5.2.4 Analyse og databehandling 
Analyse af vævssnittene udføres ved brug af computerprogrammerne NDP.view 2, 
Microsoft Excel og SPSS Statistics 22 (IBM). 
Programmet NDP viewer giver mulighed for digitalt at se billedfiler af vævsprøver på 
de indscannede objektglas. I forhold til dette projekt bruges programmet til celletælling 
og til at studere vævets morfologi ud fra vævets farvning efter IHC-behandling. Celler 
uden SOX9-ekspression bliver blå, mens celler med SOX9-ekspression har forskellige 
grader af brun/blå eller kun brun (se Figur 21). 
Resultatet af farvningsprocessen valideres med en kontrolprøve, der køres sammen 
med de 41 vævsprøver. Kontrollen indeholder fem forskellige typer rask væv, hvor 
placeringen af celler med SOX9-udtryk er kendt (se Figur 23 og Figur 24 i 
databehandlingen). 
IHC er som nævnt en kvalitativ metode til estimering af SOX9-niveauet i 
cancerceller. Det endelige SOX9-niveau er til en vis grad subjektivt bedømt, hvilket 
forsøges reduceres med de metodiske overvejelser omkring celleoptælling og vurdering. 
Celleantallet blev beregnet ud fra et samlede gennemsnit. Under dataanalyse af 
vævsnittene har de udvalgte tumor-øer ikke en specifik størrelse, og mængden af talte 
celler kan derfor afvige. Men da optællingerne behandles som procentandel SOX9-
positive celler, antages det, at tumor-øens størrelse ikke har haft betydning for vores 
dataanalyse og den endelige bestemmelse af SOX9-niveau. 
På hvert af de 41 snit udvælges fem områder til celletælling. For at opnå bedst muligt 
sammenligningsgrundlag, og da vi ønsker at undersøge tumorens aggressivitet, udvælges 
områderne ved den invasive front af tumor, dvs. den del, der del af tumor der går dybest 
ned i de underliggende cellelag (se Figur 20). Hvert udvalgt område indeholder en ø af 
sammenhængende tumorceller. I tumorer hvor det ikke er muligt at udpege fem tumor-
øer, udvælges i stedet fem områder langs den invasive front. Områder svarer i størrelse til 
en tumor-ø og har den manglende struktur, som er karakteristisk for lavt differentierede 
tumorer. I hvert udvalgt område tælles antallet af negative (helt blå) og positive (alle 
intensitetsgrader af brun) celler. 
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Figur	  20	  Den	  invasive	  front	  er	  markeret	  med	  rød.	  Sort	  =	  tumor,	  grøn	  =	  normalvæv.	  (Egenproduktion)	  
Dernæst bestemmes intensiteten af den brune farve, og dermed styrken på IHC-
farvningen 10 steder i vævssnittet. Intensiteten bedømmes på en skala fra 0-3 (Figur 22), 
hvor 0 angiver, at hele snittet er negativt for SOX9 i tumorceller. Scorerne 1-3 fordeler 
sig fra en svag farvning (score 1) over en moderat farvning (score 2) til en kraftig 
farvning (score 3). Hvert snit tildeles en samlet score baseret på middelværdien af de ti 
områders score. 
 
Figur	  21	  Eksempler	  på	  SOX9-­‐positive	  og	  -­‐negative	  celler,	  markeret	  med	  hhv.	  grøn	  og	  rød	  (egenproduktion).	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Figur	  22	  Billede	  A	  og	  B	  score	  0,	  C	  og	  D	  score	  1,	  E	  og	  F	  score	  2,	  G	  og	  H	  score	  3	  (egenproduktion).	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Der beregnes en middelværdi for antallet af SOX9-positive celler i de fem områder, 
hvilket giver en procentsats for hvert vævssnit. På baggrund af antallet af positive celler, 
inddeles snittene i 5 kategorier (0: 0 – 5 % positive, 1: 5 -25 % positive, 2: 25 – 50 % 
positive, 3: 50 – 75 % positive, 4: 75 – 100 % positive). Intensitetsscoren multipliceres 
med procentsatsen for at opnå en totalscore for hvert vævssnit. Den nye skala ligger fra 0-
12, hvor 12 er den højeste score for SOX9-ekspression. Med henblik på videre statistisk 
behandling, inddeles vævssnittene i følgende tre kategorier: 1 (score 0-3): Lavt SOX9-
niveau, 2 (score 4-8): Moderat SOX9-niveau, 3 (score 9-12): Højt SOX9-niveau. 
5.3 Statistik og datavalidering 
Alle statistiske beregninger er udført i SPSS Statistics 22 (IBM). 
For at validere datasættet med henblik på repræsentativitet udføres en korrelationstest 
(χ2) på patientdata holdt op imod landsgennemsnittene. 
Med henblik på at belyse hypotesen er der udført generelle test baseret på 
nulhypoteser, som bliver testet i forhold til kategoriserede data. Da der er tale om 
kategoriske data, der ikke kan valideres for normalfordeling, anvendes ikke-parametriske 
test. De anvendte test er korrelationstest (krydstabulering og χ2) og survivaltest (Kaplan-
Meier). For alle test vil P < 0,05 betragtes som værende signifikante. 
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6 Databehandling og analyse 
I dette afsnit behandles niveauet af SOX9-protein i forhold til risikoen for recidiv og 
patienternes data. For at kunne sammenholde resultaterne med statistiske informationer 
og den procentvise fordeling i populationen af patienter med coloncancer stadium II 
benytter vi informationer fra Statens Serum Institut (SSI) og Danish Colorectal Cancer 
Group (DCCG). Ifølge SSI (2013) rammer coloncancer mænd og kvinder ligeligt. 
Derudover findes der opgørelser, der angiver, at mellem 25 % og 30 % af 
coloncancerpatienter med stadium I og stadium II oplever tilbagefald (Nielsen et al, 
2005). DCCG (2009) angiver, at MMR-defekter findes i 15 % af alle sporadiske 
kolorektal cancere. 
6.1 Datasættet 
Fordelingen i køn, alder, differentieringsgrad, MMR og overlevelsesstatus ses herunder i 
Tabel 3. I dette datasæt udgør mænd størstedelen af patienterne. Aldersgruppen for 
patienter går fra 49 til 87 år. Ud af de 41 patienter har 3 oplevet tilbagefald inden for den 
5-årige opfølgningsperiode, og 3 er afgået ved døden (dødsårsag ukendt). En høj 
differentieringsgrad i tumoren ses for 35 patienter, og en lav differentieringsgrad for 6 
personer. Endeligt er der 9 patienter, som har MMR-defekt, og 32, som ikke har MMR-
defekt. 
 
Tabel	  3	  Deskriptiv	  data	  for	  41	  patienter	  inkluderet	  i	  studiet.	  
 
Frekvens Frekvens
Køn Overlevelsesstatus
Mand 28 (68,3 %) Recidivfri 38 (92,7 %)
Kvinde 13 (31,7 %) Recidiv 3 (7,3 %)
Diff. grad
Alder Lav 6 (14,6 %)
45-50 1 (2,4 %) Høj 35 (85,4 %)
50-60 6 (14,6 %)
61-70 17 (41,5 %) Mismatch Repair
71-80 14 (34,1 %) Ingen fejl i MMR 32 (78 %)
81-90 2 (4,9 %) Fejl i MMR 9 (22 %)
Fordelingstabel for patientdata (n=41)
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6.2 Immunhistokemisk analyse  
På baggrund af korrekt farvning af kontrollen (Figur 23), kan farvningen af de 41 
vævssnit konstateres at være forløbet korrekt. 
 
Figur	  23	  Kontrolprøve	  med	  SOX9-­‐udtryk	  i	  forskelligt	  rask	  væv.	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Figur	  24	  SOX9-­‐positive	  celler	  i	  rask	  væv.	  
Billederne A-L på Figur 24 viser kontrolprøverne. A, C, E, G, I, K viser 
kontrolvævet, som blev kørt parallelt med første sæt af prøverne (0-20 vævssnit) og B, D, 
F, H, J, L viser kontrolvævet, som blev kørt parallelt med sidste sæt af prøverne (21-41 
vævssnit). Alle kontrolprøver er i rask væv, og som det ses er farvningen som forventet, 
da fx A og B viser, hvordan SOX9-niveauet er højst i bunden af krypterne. 
6.3 SOX9-niveau 
På baggrund af analysen af vævssnittene kan patienterne inddeles efter SOX9-niveauet, 
som beskrevet i metoden. Inddelingen kan ses i Tabel 4, hvor det fremgår, at størstedelen 
har et moderat eller højt SOX9-niveau. Denne anvendes, når fordelingerne for de 
individuelle faktorer sammenholdes med en forventet fordeling. 
 
Tabel	  4	  Patienternes	  SOX9-­‐niveau	  kategoriseret	  som	  lavt,	  moderat	  eller	  højt.	  
Frekvens
Lavt SOX9-niveau 7 (17,1 %)
Moderat SOX9-niveau 18 (43,9 %)
Høj SOX9-niveau 16 (39 %)
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6.4 Validering af data 
På baggrund af patientdata og oplysninger om recidiv laves en sammenligning med det 
statistiske gennemsnit for coloncancerpatienter for på den måde at afgøre, hvor 
repræsentativt datasættet er for populationen. Da der i alle tilfælde er tale om 
sammenligning af to sæt af kategoriske data, anvendes en χ2-test. 
Coloncancer rammer mænd og kvinder ligeligt, så fordelingen mellem mænd og 
kvinder forventes at være 50/50 for stadium II coloncancer (SSI, 2013). Det svarer til, at 
fordelingen for de 41 patienter i dette studie skulle være 20,5 patienter for både mænd og 
kvinder. Den observerede fordeling er 13 (31,7 %) kvinder mod 28 (68,3 %) mænd. 
Nulhypotesen: Der ingen forskel er på antallet af mænd og kvinder. Nulhypotesen 
afprøves ved at sammenholde data fra SSI med de observerede data i en hypotesetest af 
fordeling. Resultatet er en χ2-værdi på 5,49, dvs. den ligger over tabelværdien på 3,84 (df 
= 1), hvilket svarer til P < 0,05. Der er derfor stærke argumenter imod nulhypotesen. 
Derfor konstateres, at der er en skæv kønsfordeling i en grad, så datasættet afviger fra 
gennemsnittet for coloncancerpatienter i populationen. 
For sporadiske cancere forventes 15 % med MMR-defekt (DCCG, 2009). Det svarer 
til 6,15 patienter med MMR-defekt ud af i alt 41 patienter. Den observerede fordeling er 9 
(22 %) patienter med MMR-defekter i tumor og 32 (78 %) uden. Nulhypotesen: 15 % af 
patienterne har fejl i MMR. På samme måde som ovenfor udregnes χ2 = 1,75. Denne 
værdi ligger under tabelværdien, svarende til P > 0,05. Det betyder, at der ikke er 
argumenter imod nulhypotesen, og det er derfor sandsynligt, at datasættet ikke afviger fra 
gennemsnittet for coloncancerpatienter i populationen. Samtidig kan det bemærkes, at 
erfaringerne på Herlev Hospital viser, at eftersom adenokarcinomer med MMR-defekt er 
mindre aggressive, findes de ofte på lavere stadier. 
Andelen af patienter med recidiv udgør 25 – 30 % af alle patienter med stadium I og 
II (Nielsen, 2005). I forhold til beregningen anslås, at patientgruppen med stadium II vil 
have 30 % recidiv, fordi sandsynligheden for spredning af tumor anses for større. I 
patientpopulationen svarer det til 12,3 patienter med tilbagefald. Den observerede 
fordeling er 3 (7,3 %) patienter med tilbagefald og 38 (92,7 %) patienter uden. 
Nulhypotese: 30 % af patienterne har tilbagefald. På samme måde som ovenfor udregnes 
χ2 = 10,05. Denne værdi ligger over tabelværdien på 3,84, svarende til P < 0,05. Der er 
således argumenter mod nulhypotesen, og der konstateres en skæv fordeling mellem 
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antallet med og uden recidiv i en grad, så datasættet afviger fra gennemsnittet for 
coloncancerpatienter i populationen. 
Ud fra ovenstående konstateres, at datasættet afviger fra gennemsnittet for 
patientpopulationen i en grad, så der derfor ikke kan drages valide konklusioner på 
baggrund af datasættet. I den følgende dataanalyse kigges derfor kun på de indikationer, 
der eventuelt kan være relevante i forhold til fremtidige studier. 
6.5 Resultater 
I dette afsnit sammenlignes SOX9-niveauet med forskellige patientdata for at afgøre, 
hvorvidt der kan ses tendenser, der indikerer en sammenhæng mellem patientens klinisk-
patologiske data og patientens SOX9-niveau. Resultaterne belyses individuelt i de 
følgende afsnit, men i Tabel 5 opsummeres forholdene, og som det fremgår, ses der på 
baggrund af P-værdierne ingen statistisk signifikans hen imod nogen sammenhæng. 
Patienternes prognose for recidivfri overlevelse anskues ud fra Kaplan-Meier-kurver, 
mens søgning efter indikationer for sammenhænge, da der er tale om kategoriske data, 
sker på baggrund af krydstabuleringstabeller og χ2-test. 
 
Tabel	  5	  Forholdet	  mellem	  klinisk-­‐patologiske	  data	  og	  patienternes	  SOX9-­‐niveau	  og	  de	  tilsvarende	  P-­‐værdier.	  
Lavt 
(n=7)
Moderat 
(n=18)
Højt 
(n=16) P
Køn 0,494
Mand (n=28) 6 11 11
Kvinde (n=13) 1 7 5
Alder 0,625
< 67 (n=23) 5 9 9
> 67 (n=18) 2 9 7
0,737
Tilbagefald (n=3) 1 1 1
Ikke tilbagefald (n=38) 6 17 15
Differentieringsgrad 0,802
Lav (n=6) 1 2 3
Høj (n=35) 6 16 13
0,504
Ingen fejl i MMR (n=32) 5 13 14
Fejl i MMR (n=9) 2 5 2
SOX9-niveau
Overlevelsesstatus
Mismatch Repair
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6.5.1 SOX9-niveauets korrelation til recidiv 
I dette afsnit efterprøves hovedhypotesen, som er, at SOX9-niveauet i stadium II 
adenokarcinomer kan korreleres med patientens sandsynligheden for recidiv. Hypotesen 
efterprøves på baggrund af en Kaplan-Meier overlevelseskurve. Diagrammet giver et 
billede af sandsynligheden for recidivfri overlevelse inden for en bestemt tidshorisont. I 
nedenstående diagram (Figur 25) findes tre kurver, der angiver sandsynligheden på 
baggrund af inddelingen af patienterne i lavt, moderat og højt SOX9-niveau. Diagrammet 
giver et billede af, hvor stor sandsynligheden er for 5-årig overlevelse uden recidiv inden 
for hver kategori.  
 
Figur	  25	  Sandsynligheden	  for	  5-­‐årig	  recidivfri	  overlevelse	  fordelt	  på	  patienter	  med	  henholdsvis	  lavt,	  moderat	  og	  
højt	  SOX9-­‐niveau	  i	  tumoren.	  
Kurven er vist i et log-diagram, hvor 1 angiver 100 % recidivfri, og 0 angiver 0 % 
recidivfri. X-aksen med ’Dage medvirkende’ angiver tidshorisonten (0 – 1827 dage) for 
patienterne. Et trin ned på kurven er en patient med recidiv, og en lodret markør angiver, 
at personen har forladt forsøget. Af diagrammet fremgår det således, at SOX9-niveauet 
sandsynligvis ikke er en indikator for risikoen for recidiv, da antallet af tilbagefald er ens 
i de tre kategorier. Som nævnt ovenfor i valideringen af datasættet er beregningerne dog 
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foretaget på baggrund af tre patienter med tilbagefald, hvilket i praksis betyder, at der er 
tale om én patient i hver gruppe. Der kan derfor ikke drages nogen realistisk konklusion, 
da antallet af patienter med tilbagefald er for lavt. Beregninger giver da også en P-værdi 
på 0,737, hvilket betyder, at der sandsynligvis ingen sammenhæng kan findes. 
6.5.2 SOX9-niveauets korrelation til køn 
I Tabel 6 sammenholdes patienternes køn med deres SOX9-niveau. For kvinder ses en let 
forskydning mod et højere SOX9-niveau, men da der kun er én patient i gruppen med lavt 
SOX9-niveau, er det svært at basere en indikation på dette. Samtidig fås, at en given 
sammenhæng ikke er signifikant (P = 0,494). 
 
Tabel	  6	  Fordeling	  af	  SOX9-­‐niveau	  på	  køn.	  
6.5.3 SOX9-niveauets korrelation til MMR-status 
I Tabel 7 undersøges det, hvorvidt SOX9-niveauet kan korreleres med MMR-status, og 
fordelingen lægger sig op ad den forventede fordeling (Tabel 4). En undtagelse ses for 
MMR-defekt og højt SOX9-niveau, hvor der kun findes 22,2 procent. Det kunne indikere, 
at fejl i MMR-systemet reducerer SOX9-niveauet. 
Der ses dog ingen signifikant sammenhæng mellem patientens MMR-status og 
SOX9-niveau (P = 0,504). 
 
Tabel	  7	  Fordeling	  af	  SOX9-­‐niveau	  på	  MMR-­‐status.	  
Lav Moderat Høj
Antal 6 11 11
% inden for Køn 21,40% 39,30% 39,30%
% inden for SOX9-niveau 85,70% 61,10% 68,80% Værdi df P
% af Total 14,60% 26,80% 26,80% Pearson χ2 1,411 2 0,494
Antal 1 7 5 n 41
% inden for Køn 7,70% 53,80% 38,50%
% inden for SOX9-niveau 14,30% 38,90% 31,30%
% af Total 2,40% 17,10% 12,20%
Køn
Mand
Kvinde
χ2-test
SOX9-niveau
Lav Moderat Høj
Antal 5 13 14
% inden for MMR 15,60% 40,60% 43,80%
% inden for SOX9-niveau 71,40% 72,20% 87,50% Værdi df P
% af Total 12,20% 31,70% 34,10% Pearson χ2 1,37 2 0,504
Antal 2 5 2 n 41
% inden for MMR 22,20% 55,60% 22,20%
% inden for SOX9-niveau 28,60% 27,80% 12,50%
% af Total 4,90% 12,20% 4,90%
SOX9-niveau
MMR
Ingen 
fejl i 
MMR
χ2-test
Fejl i 
MMR
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6.5.4 SOX9-niveauets korrelation til alder 
Alder er en kontinuert uafhængig variabel, og der er normalfordeling med et gennemsnit 
på 67,2 år (se bilag). På det grundlag inddeles patienterne i to grupper, som er 
henholdsvis yngre og ældre end gennemsnittet. Ved kørsel af krydstabulering (Tabel 8 af 
de to aldersgrupper mod patienternes SOX9-niveau ses det, at der ikke kan identificeres 
en signifikant sammenhæng mellem alder og SOX9-niveau (P = 0,625). 
 
Tabel	  8	  Fordelingen	  af	  SOX9-­‐niveau	  i	  forhold	  til	  alder.	  
6.5.5 SOX9-niveauets korrelation til tumorens differentieringsgrad 
I Tabel 9 sammenholdes tumorens differentieringsgrad med dens SOX9-niveau. Som det 
ses, er der en svag stigning i kategori 3 for gruppen med lav differentieringsgrad. Men 
som det dog også fremgår, er der tale om meget få patienter i hele gruppen med lav 
differentieringsgrad. Ved kørsel af krydstabulering af SOX9-niveau mod 
differentieringsgraden af tumorerne fås P = 0,802, hvilket indikerer, at en given 
sammenhæng på baggrund af disse data er meget usandsynlig. 
 
Tabel	  9	  Fordelingen	  af	  SOX9-­‐niveau	  i	  forhold	  til	  tumorens	  differentieringsgrad.	  
6.5.6 SOX9-niveauets korrelation til lokation 
I Tabel 10 sammenholdes tumorens placering med SOX9-niveauet. Fordeling stemmer 
helt overens med det forventede, og der ses ingen tendenser, der indikerer, at tumorens 
placering har en betydning for SOX9-niveauet. Beregningen giver en høj P-værdi (P = 
Lav Moderat Høj
Antal 5 9 9
% inden for Alder 21,70% 39,10% 39,10%
% inden for SOX9-niveau 71,40% 50,00% 56,30% Værdi df P
% af Total 12,20% 22,00% 22,00% Pearson χ2 0,94 2 0,625
Antal 2 9 7 n 41
% inden for Alder 11,10% 50,00% 38,90%
% inden for SOX9-niveau 28,60% 50,00% 43,80%
% af Total 4,90% 22,00% 17,10%
SOX9-niveau
Alder
67 og 
yngre
χ2-test
Over 
67
Lav Moderat Høj
Antal 1 2 3
% Inden for Diff._grad 16,70% 33,30% 50,00%
% inden for SOX9-niveau 14,30% 11,10% 18,80% Værdi df P
% af Total 2,40% 4,90% 7,30% Pearson χ2 0,396 2 0,82
Antal 6 16 13 n 41
% inden for Diff._grad 17,10% 45,70% 37,10%
% inden for SOX9-niveau 85,70% 88,90% 81,30%
% af Total 14,60% 39,00% 31,70%
SOX9-niveau
Diff. 
grad
Lav
χ2-test
Høj
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0,942), der selvom den ikke ligger inden for grænsen for signifikans dog antyder, at der 
ingen sammenhæng er. 
 
Tabel	  10	  Fordelingen	  af	  SOX9-­‐niveau	  i	  forhold	  til	  lokation.	   	  
Lav Moderat Høj
Antal 3 9 8
% inden for Lokation 15,00% 45,00% 40,00%
% inden for SOX9-niveau 42,90% 50,00% 50,00% Værdi df P
% af Total 7,30% 22,00% 19,50% Pearson χ2 0,119 2 0,942
Antal 4 9 8 n 41
% inden for Lokation 19,00% 42,90% 38,10%
% inden for SOX9-niveau 57,10% 50,00% 50,00%
% af Total 9,80% 22,00% 19,50%
SOX9-niveau
Lokation
Højre
χ2-test
Venstre
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7 Diskussion og konklusion 
Det seneste årti har studier, som det fremgår af kapitel 4, indikeret, at proteinet SOX9 
muligvis er en stamcellemarkør i colon og har en potentiel diagnostisk værdi i forhold til 
coloncancer. I dette studie undersøges det, hvorvidt SOX9 kan anvendes som en 
biomarkør til at identificere patienter med stadium II coloncancer med høj risiko for 
recidiv. Den underliggende hypotese tager udgangspunkt i en antagelse om, at 
adenokarcinomer med højt SOX9-niveau har et højt niveau af CSC’er. Såfremt der er tale 
om CSC’er, vil disse have mulighed for at give ophav til en ny cancercellepopulation, 
hvilket kan give anledning til metastasevækst. Af denne grund vil patienten have en 
højere risiko for recidiv. 
Det er ikke på baggrund af dette studie muligt at drage konklusioner i forhold til 
hypotesen eller at se andre sammenhænge, der kan sige noget om SOX9’s betydning som 
biomarkør. De manglende årsagssammenhænge suppleres af et datasæt, der ikke kan 
valideres i forhold til den forventede patientsammensætning i populationen på baggrund 
af statistiske opgørelser over coloncancer. Datasættet består af 41 patienter og opfylder 
kriteriet om at være tilfældigt udvalgt, da alle patienter, som opfyldte 
inklusionskriterierne og har givet samtykke, er inkluderet. Alligevel konstateres det, at 
datasættet ikke repræsentativt for den generelle patientpopulation med stadium II 
coloncancer, hvilket betyder, at tendenser observeret på baggrund af dette datasæt har 
meget lille værdi og kun kan ses som potentielle indikationer, der kan efterprøves i 
fremtidige studier. 
En mulig forklaring på datasættets manglende repræsentativitet kan være 
patientpopulationens størrelse. Andre studier af SOX9-niveau set i forhold til patienters 
overlevelse efter kurativ operation har haft henholdsvis 31 (Panza et al, 2013), 188 (Lü et 
al, 2008), 441 (Candy et al, 2013) og 1283 (Andersen et al, 2009) vævsprøver, mens 
studier af SOX9’s mekanistiske rolle i kolorektal cancer har fra 10 (Lü et al, 2006) til 188 
(Lü et al, 2008) humane vævsprøver. Det er således muligt, at et større datasæt, hvis fx 
inklusionsperioden havde været længere, eller data var indsamlet på tværs af flere 
hospitaler, kunne have givet et mere repræsentativt billede, men datasættets størrelse er i 
sig selv ingen garant for repræsentativitet. 
Datasættet har en brist i forhold til patienternes antal dage i forsøget. Udgangspunktet 
er en 5-årig kontrolperiode, da risikoen for recidiv og overlevelse generelt beskrives ud 
fra denne periode. Reelt set er der kun 16 patienter, der har gennemført studiet, da 10 
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patienter har været i forsøget i 1827 dage (5 år) og 6 har afsluttet forsøget med en event 
(død eller recidiv). Gennemsnittet for kontrolperioden er på 1325 dage (3,6 år). Havde 
flere patienter gennemført kontrolperioden, kunne flere sandsynligvis have haft 
tilbagefald, og analysen kunne dermed have været baseret på et mindre usikkert grundlag. 
Tilbagefald sker dog typisk inden for de første 1095 dage (3 år), og det er derfor ikke 
sikkert, at en fuld gennemførelse for alle patienter ville have ændret noget. 
Tidligere undersøgelser af SOX9 er i høj grad udført på cancercellelinjer eller i mus, 
og undersøgelserne har et stort fokus på at beskrive SOX9's mekanistiske rolle i 
henholdsvis stamceller og cancerstamceller. Flere studier peger på SOX9 som en 
stamcellemarkør, og det fremgår efterhånden af en del studier, at SOX9 generelt er 
opreguleret i adenokarcinomer. Dette studie siger ikke noget om SOX9-niveauet 
sammenholdt med normalt væv, men havde studiet vist sammenhænge mellem klinisk-
patologiske data og SOX9-niveauet, kunne det have belyst nogle karakteristika ved 
overekspression af SOX9, som kunne have været interessant at undersøge nærmere. 
 
Opgørelser over tilfælde af coloncancer (SSI, 2013) angiver, at sygdommen rammer 
mænd og kvinder ligeligt. Ikke desto mindre har flere andre studier en tilsvarende 
kønsfordeling (Lü et al, 2008; Panza et al, 2013; Huang et al, 2013), hvor patientgruppen 
indeholder flere mænd end kvinder. Dette kunne tyde på, at andre faktorer spiller ind, 
som fx psykosociale faktorer i forhold til mænds og kvinders holdninger til at deltage i 
kliniske cancerstudier og måske i særdeleshed i forhold til et ømtåleligt emne som 
coloncancer. På baggrund af undersøgelser af mænds og kvinders deltagelse i kliniske 
cancerstudier drages der forskellige konklusioner, hvor fx Murthy et al (2004) ser en 
tydelig tendens til, at mænd oftere går ind i cancerstudier, mens Fouad et al (2012) og 
Stewart et al (2007) finder, at kvinder er mere villige til at melde sig til cancerstudier. Der 
er således ikke noget entydigt billede, og det kan derfor at være væsentligt at overveje 
kønsfordelingen, når coloncancerstudier designes. 
Overvejelserne omkring de to køns deltagelse i studier har betydning i forhold til den 
mulige sammenhæng, som ifølge Panza et al (2013) findes mellem køn og SOX9-niveau. 
Dette studie har ikke kunnet identificere en meningsfuld sammenhæng mellem 
patienternes køn og deres SOX9-niveau, og Lü et al (2008) finder heller ingen 
sammenhæng, men teoretisk er en sådan sammenhæng mulig, da hormonet østrogen er 
blevet forbundet med regulering af PPARγ (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor 
γ) (Dang et al, 2002; Valles et al, 2010), der er vist at have en afgørende rolle for 
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reguleringen af β-catenin (Jansson et al, 2005; Fujisawa et al, 2008). Derudover er SOX9 
kønsrelateret i og med, at det er en afgørende transkriptionsfaktor i forbindelse med 
kønsdifferentiering på fosterstadiet (Foster et al, 1994). 
Ud over kønnet sammenholdes SOX9-niveauet i flere undersøgelser også med 
patienternes alder, men ligesom der i dette studie ikke kan noteres en sammenhæng, 
finder hverken Lü et al (2008) eller Candy et al (2013) en sammenhæng mellem SOX9-
niveau og patientens alder. Panza et al (2013) finder dog, at yngre patienter har et højere 
SOX9-niveau. Der er dog ikke noget teoretisk belæg for at forvente at se en korrelation 
mellem alder og SOX9-niveau. 
På baggrund af dette studie er det ikke muligt at fastlægge en sammenhæng mellem 
patientens MMR-status og SOX9-niveau, men den svage tendens, der ses i retningen af et 
lavere SOX9-niveau for patienter med MMR-fejl er i modstrid med tidligere fund hos 
Panza et al (2013). Der er i dette studie ikke kendskab til patienternes adjuverende 
behandling, men jævnfør DCCG’s retningslinjer (2009) gives ikke adjuverende 
kemoterapi til patienter med MMR-defekt, da et studie af Sargent et al (2010) viser, at 
patienter med MMR-defekt ikke opnår forbedret prognose på baggrund af behandling 
med 5-FU.  
Panza et al (2013) konstaterer, at der er en sammenhæng mellem MSI og et højt 
SOX9-niveau, hvilket således kan gøre SOX9 til en indikator for 5-FU-resistens. Candy 
et al (2013) finder derimod, at SOX9 kan være en biomarkør for Notch-induceret 5-FU-
resistens hos patienter med lav MSI, og de indikerer dermed, at der findes en alternativ 5-
FU-resistens i nogle patienter uden MMR-defekt. Det fremgår således, at der 
tilsyneladende er molekylære faktorer, der kan gøre en tumor resistent over for 
behandling med 5-FU, men der er modstridende resultater i forhold til sammenhængen 
mellem MMR-status og SOX9-niveau samt dennes relation til 5-FU-resistens. Begge 
studier peger dog på SOX9 som biomarkør for 5-FU-resistens. 
Dette studie har ikke kunnet vise, hvorvidt adjuverende behandling har korrelation til 
SOX9, da patienternes status for adjuverende behandling ikke kendes. Hypotesen i dette 
studie er dog, at SOX9 muligvis kan være en biomarkør for patienter med høj risiko for 
recidiv, og eftersom adjuverende i dag tilbydes på baggrund af en vurdering af høj risiko 
for recidiv, kan denne kobling vise sig at være væsentlig. Fremadrettet kunne det derfor 
være relevant at undersøge, hvorvidt SOX9 som biomarkør kan forbindes til en dårligere 
respons på adjuverende behandling. Observeret fra et teoretisk perspektiv vil en CSC-
teori kunne forklare, hvorfor nogle cancerceller på bagrund af stamcellelignende 
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egenskaber responderer dårligt på 5-FU. 5-FU er cellecyklusspecifikt, og virkningen 
afhænger derfor af, at den pågældende celle befinder sig i S-fasen eller G2-fasen. Hvis 
SOX9 er en CSC-markør, vil tumorceller med høj SOX9-intensitet kunne antages at være 
CSC’er, og tumorceller med moderat SOX9-intensitet vil kunne antages at være 
progenitorceller. Stamceller formodes at have en lavere proliferationshastighed, mens 
progenitorceller er hurtigtprolifererende. Det betyder, at 5-FU primært rammer 
progenitorcellerne, mens CSC’erne responderer dårligt på 5-FU. 
 
I vores analyse af vævssnittenes SOX9-niveau tages både højde for antallet af SOX9-
positive celler og SOX9-intensiteten. Teorien om, at intensiteten af SOX9 er en indikator 
for CSC’er og dermed er en indikator for muligheden for metastasering, giver dog 
anledning til at ønske en mere kvantitativ SOX9-måling. 
Flere studier af SOX9 i coloncancer (Lü et al, 2006; Lü et al, 2008; Matheu et al, 
2012; Abdel-Samad et al, 2011) kombinerer IHC med qPCR, der er en metode til 
kvantitativ måling af SOX9-niveauet. I qPCR anvendes RNA, som isoleres fra det 
materiale, man ønsker at måle mRNA-ekspressionen på, og den totale mængde mRNA 
omregnes til en ekspressionsværdi for SOX9-mRNA (Lü et al, 2008). qPCR er i forhold 
til IHC en mere objektiv metode til bestemmelse af SOX9-niveau og kræver ikke en 
morfologisk analyse. Derudover er dens estimering stærk, da den tager udgangspunkt i tre 
målinger. Dog skal det nævnes, at kontaminering med DNA vil kunne give falsk negativ, 
og den totale mængde indeholder ud over mRNA også miRNA, tRNA og rRNA. 
Samtidig er et adenokarcinom en heterogen masse, som indeholder såvel cancerceller som 
stromale celler, fedtceller og muskelceller, hvilket vil kunne forstyrre 
ekspressionsmålingen. Forcen ved IHC er således, at kontaminering undgås, og de 
positive celler med sikkerhed kan identificeres. De to måder komplementerer hinanden og 
kan derfor med fordel kombineres. 
 
Til trods for at resultaterne ikke kan belyse, hvorvidt SOX9 kan anvendes som en markør 
for risikoen for recidiv, giver vævssnittene stadig et billede af, at SOX9 spiller en rolle i 
carcinogenese. I normalt colonvæv er SOX9 begrænset til bunden af krypterne, mens det 
på de analyserede vævssnit fremgår, at SOX9 i adenokarcinomer findes jævnt fordelt i 
hele tumoren. Accepteres det, som det er beskrevet tidligere, at SOX9 er en markør, der 
indikerer stamcelleaktivitet, tyder resultatet helt i tråd med andre studier (Ramalingam et 
al, 2011) på, at der kan være tale være tale om CSC-aktivitet. Ud af de 41 vævssnit er der 
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dog to snit, som er negative for SOX9, hvilket indikerer, at der må findes andre 
alternativer for carcinogenese, som ikke involverer en opregulering af SOX9. 
I forbindelse med studier af CSC-teorien og coloncancer har bl.a. Huang et al (2013) 
konkluderet, at der må være tale om et antal forskellige transkriptionsfaktorer, der i det 
rette samspil kan inducere cancer. I forsøg med somatiske celler er det lykkedes 
Takahashi et al (2007) at inducere en fuldt differentieret celle til en stamcelle med 
pluripotent potentiale (iPSC) ved at regulere transkriptionsfaktorer. På baggrund af dette 
kan muligheden for, at en tilsvarende proces vil kunne give ophav til cancerceller, være 
interessant at kigge nærmere på. Huang et al (2013) har identificeret flere 
transkriptionsfaktorer, der kan være afgørende i processen. Dette studie tager dog ikke 
højde for, at såfremt der skal være tale om en cancercelle med stamcelleegenskaber, dvs. 
en CSC, vil det være nødvendigt ligeledes at tage højde for miljøet omkring CSC’en. 
 
En helt ny parallel forskning inden for SOX9 er startet med Abdel-Samads studie (2011), 
hvor de finder en muteret version af SOX9, som får navnet MiniSOX9, da proteinet 
mangler TA-domænet. Antistoffet i dette forsøg binder til epitopen på det C-terminale 
TA-domæne, dvs. på den del af proteinet, som mangler i MiniSOX9. Det kan derfor 
udelukkes, at IHC-analysen ikke kan have farvet for MiniSOX9. Der kan dermed ikke på 
baggrund af dette studie tages stilling til forhold, der vedrører MiniSOX9. Abdel-Samad 
et al (2011) konstaterer, at de ikke observerer en sammenhæng mellem MiniSOX9 og 
TNM-stadier, og der kan derfor ikke laves en kobling mellem MiniSOX9’s onkogene 
effekt og adenokarcinomets metastasering. Til gengæld kan man forestille sig, at der 
eksisterer andre mulige mutationer i SOX9, og en anden mutationsvariant kan give ophav 
til en onkogen effekt, der i sidste ende fører til metastasering og dermed risiko for recidiv. 
 
I denne undersøgelse af SOX9’s funktion som biomarkør har dens ekspressionsniveau 
ikke kunnet sættes i sammenhæng med risikoen for recidiv hos patienter med stadium II 
coloncancer. Til trods for, at flere studier finder en sammenhæng mellem coloncancer og 
et forhøjet SOX9-niveau, har dette studie ikke kunnet føre det skridtet videre og koble 
SOX9 til risikoen for recidiv. Vi kan på den anden side heller ikke afvise en 
sammenhæng, men blot konstatere, at teorien om stamcellemarkører som biomarkører i 
cancerdiagnostik kan være relevant i den videre forståelse af coloncancer og den bedst 
mulige behandlingsstrategi. 
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9 Bilag 
9.1 Statistik 
Med henblik på at kategorisere patienterne alder er der udført en normalfordelingstest.  
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9.3 CoA for det anvendte primære antistof 
 
